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Der Einflu8 kolloidaler Metallésungen auf niedere Orga- 
nismen und seine Ursachen. 


Von 
Olga von Plotho. 


{Arbeiten aus dem landwirtschaftl. bakteriolog. Institut der Universitat 
Gottingen.) 


_ (Hingegangen am 15. Juni 1920.) 


Einleitung. 


Vor fast 60 Jahren stellte Th. Graham!) zahlreiche Unter- 
suchungen iiber die Diffusion verschielener Lésungen durch 
tierische Membranen an und teilte auf Grund der beobachteten 
ungleich groBen Diffusionsgeschwindigkeiten die gelisten K6érper 
ein in Krystalloide und Kolloide. 


Er glaubte hiermit zwei einander véllig entgegengesetzte Arten der 
Materie bezeichnet zu haben und driickte das aus in den beriihmt gewordenen 
Worten von den ,,verschiedenen Welten der Materie“. ,,Der Unterschied 
zwischen diesen beiden Arten von Materie ist der, welcher zwischen dem 
Material eines Minerals und dem einer organisierten Masse besteht‘‘?). Heute 
wissen wir, daB es Ubergiinge gibt, die die groBen Gruppen der echten Lé- 
sungen, der echten Kolloide und der bloBen Aufschwemmungen unléslicher 
Stoffe in einem Lésungsmittel, der Suspensionen, miteinander verbinden; 
wir wissen ferner, da8 der gleiche Stoff, je nach dem Lésungsmittel, einmal 
in kolloidalem, das andere Mal in krystalloidem Zustande vorliegen kann, 
und es ist daher angezeigt, nicht von kolloidalen Stoffen, sondern von kolloi- 
den Systemen oder von einem kolloidalen Zustande zu sprechen. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir es ausschlieBlich mit Stoffen 
in diesem Zustande zu tun, und wir teilen sie am besten mit Zsigmond y*) 
nach chemischen Gesichtspunkten ein in organische und anorganische 
Kolloide. 


1) Graham, Liquid Diffusion applied to Analysis. Phil. Transactions 
of the Roy. Acad. of London 1862. 

*) Zitiert nach: Engelen, Uber die wissenschaftlichen Grundlagen 
der Fulmargintherapie. Arztl. Rundschau 1912/13. 

*) Zsigmondy, Kolloidchemie. 2. Aufl. 1918. 8. 37 
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Zu den Systemen der ersten Art gehéren alle Membransubstanzen, 
Schleime, Gallerten, Grenzschichten der Zellen und das Protoplasma#) der 
Organismen. Sie alle sind hydrophile Kolloide (Perrin), speziell Hydro- 
gele (Graham), die ihrem Lésungsmittel Wasser gegeniiber_,,hydrophil‘ 
sind, d. h. Wasser anlagern*). Ihnen gegeniiber stehen als anorganische 
Kolloide die verwendeten Metalle. Sie sind in ihrem Lésungsmittel auBer- 
ordentlich fein zerteilt, so daB die Teilchen von Papierfiltern nicht zuriick- 
gehalten werden. Mit Ausnahme eines speziellen Goldsols, das sogleich be- 
sprochen werden wird *), sedimentieren sie auch nach monatelangem Stehen 
nicht und zeigen schwachen osmotischen Druck‘), sowie geringes Diffusions- 
vermdgen. Sie erfiillen also die Forderungen, die an kolloidale Lésungen zu 
stellen sind®). Das Dispersionsmittel ist in unserem Fall iiberall Wasser, 
die Lésungen sind daher als Hydrosole zu bezeichnen (Graham). Unter 
ihnen ist keins so systematisch und so erfolgreich untersucht wie das Gold- 
hydrosol. Zu seiner Darstellung sind die verschiedensten Methoden an- 
gegeben worden, und an ihm sind Natur und Eigenschaften der kolloidalen 
Metalle iiberhaupt weitgehend erforscht. 

Eine groBe Bedeutung haben auch die kolloidalen Silberlésungen, vor 
allem wegen ihrer seit einiger Zeit in der Therapie verwendeten bakterien- 
tétenden Wirkungen, die an Intensitét denen des kolloidalen Kupfers 
vielleicht wenig nachstehen. 


In den vorliegenden Untersuchungen wird eine vergleichende 
Beobachtung des Einflusses dieser drei Arten von Hydrosolen 
auf niedere Organismen durchgefihrt, und die Ursachen des- 
selben soweit als méglich dargelegt. 


Uber den Einflu8, den eine kolloidale Goldlésung auf niedere Organis- 
men, speziell auf Schimmelpilze ausiibt, lagen schon einige Mitteilungen vor, 
die sich auf die Tatsache beziehen, da8 Schimmelpilze das Gold auf oder in 
ihrer Membran verdichten. Zsigmondy*) schreibt dariiber, daB in fast 
simtlichen seiner Lésungen von metallischem Golde sich nach ein- bis zwei- 
woéchigem Stehen kleine Kulturen von Schimmelpilzen fanden, die in einigen 
Fallen zu gréBeren Gebilden auswuchsen, wahrend die Fliissigkeit, in der die 
Pilze wucherten, immer heller wurde. Er sagt wortlich: ,,In einem 200 com 
fassenden Kélbchen war die Goldlésung ganz entfairbt worden, und ich sah 
zu meiner Verwunderung, da kein Gold sich am Boden des GefaBes abge- 
setzt hatte, wohl aber, daB das Mycelium des Pilzes schwarz erschien. Dies 


1) Berthold, Studien iiber Protoplasmamechanik. Leipzig 1886. 

*) Hiber, Physikal. Chemie der Zelle und der Gewebe. 4. Aufl. 
Leipzig u. Berlin 1914. 

3) 8. 4. 

‘) Zsigmondy, Bemerkungen z. d. Abhandlg. ,,Uber d. Natur d. 
sog. kolld. Metallésungen“. Zeitschr. f. physik. Chemie 33. 1900. 

5) Zsigmondy, Uber ,,Lésungstheorie‘‘ und ,,Suspensionstheorie“. 
Kolloid-Zeitschr. 26, H. 1, 1920. 

*) Zsigmondy, Liebigs Annalen der Chemie. Leipzig. 301. 1898. 
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lie8 in mir die Vermutung entstehen, da8 der Schimmelpilz bei seinem 
LebensprozeB des Gold aus der Lésung aufgenommen und in seinem Mycelium 
verdichtet hatte. Ich nahm daher eine kJeine Probe davon aus der Fliissig- 
keit und beobachtete sie unter dem Mikroskop. Das Mycelium erschien als 
ein Gewirre schwarzer Faden, man konnte aber auch einige tief dunkelrote 
Faden darunter bemerken. “‘ ‘ a: 

Vor kurzer Zeit erschien dann eine Arbeit von Maud Williams}), ia 
die Penicillium glaucum und Oidium lactis in nach verschiedenen Verfahren 
hergestellten Goldlésungen zog und die Einlagerung des Metalls in den ‘— 
Hyphen beobachtete. Ihre Untersuchungen sind wenig exakt. Sie arbeitete ) 
z. B. unterschiedslos mit geschiitzten und ungeschiitzten Hydrosolen, an- 
scheinend ohne sich der grundlegenden Verschiedenheiten in den Eigen- } 
schaften solcher Lésungen bewuBt zu sein. Ebensowenig gibt sie an, ob 
ihre Hydrosole alkalische oder neutrale oder schwach saure Reaktion zeigten. 
Sie fand eine feste Verankerung des Goldes in der Membran von Penicillium 
glaucum und Oidium lactis und stellte in Paraffinschnitten Farbung in der 
ganzen Membran fest. Ich werde auf diese Publikation noch zuriickkommen. 

AuBerdem liegt eine kurze Mitteilung von Friedenthal?) tiber die 
Speicherung des Goldes im Mycel der Schimmelpilze vor. Es geht aus ihr 
hervor, daB er die Speicherung wohl gesehen, aber nicht naiher beobachtet 
hat. Er glaubt, sie kime nur an toten oder absterbenden Hyphen zustande. 

Uber den Einflu8 kolloidaler Silber- und Kupferlésungen auf niedere 
Organismen ist mir keine Mitteilung in der Literatur bekannt geworden. 
Es liegen eine Reihe von Untersuchungen iiber die Wirkung von Silber 
und Kupfer auf Bakterien aus der medizinischen Literatur vor*). Diese 
Untersuchungen wurden aber nicht mit kolloidalen Lésungen, sondern zum 
Teil mit den reinen Metallen, zum Teil mit deren Verbindungen angestellt. 

Uber den Verbleib der Teilchen aus kolloidalen Silber- und Jodsilber- 
lésungen in dem Kérper héherer Tiere stellte Voigt‘) sehr interessante Unter- 
suchungen an. Er bediente sich dabei einer von ihm angegebenen Dunkel- 
feldmethode mit Hilfe des Paraboloidkondensors®). Auf diese Weise waren 
noch Metallteilchen erkennbar, die im Hellfeld des Mikroskops nicht mehr 
























Ann. of Bot. 32 1918. 

2) Friedenthal, Uber kolld. Silberlésung und ihre Anwendung in 
der Heilkunde. Therap. d. Gegenwart 1918. 

3) Matsunaga, Experimentelle Untersuchungen iiber die bactericide 
Wirkung der Metalle Cu und Ag ,,in vivo“. Bakt. Centralbl. 82. — Chri- 
stians, Die Bedeutung gediegener Metalle als Desinfektionsmittel. Des- 
infektion 1911, 8. 217. — Bitter, Absterben von Bakterien auf wichtigeren 
Metallen und Baumaterial. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankheiten 1911. 

*) Voigt, Uber die Wirkg. d. kolld. Jodsilbers im Siugetierkérper. 
Biochem. Zeitschr. 98. 1918. 

5) Voigt, Biolog. Untersgen. iiber kolld. Silber mittels einer neuen 
Methode z. Nachweis feinster Metallablagerungen in d. Organen. Dtsch. 
med. Wochenschr. 1914. Nr. 10 
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beobachtet werden konnten. Ich wandte diese Methode gleichfalls an, doch 
gelang es mir nicht, im Dunkelfeld Metallteilchen in den Membranen nach- 
zuweisen, die nicht auch im Helléeld sichtbar gewesen wiiren. 


Ausgangsmaterial. 
I, Die Nihrsubstrate. 
a) Die Kolloide. 


Die von mir verwendeten Goldlésungen und die Kupfer- 
lésung wurden mir zunichst alle von Herrn Prof. Zsigmondy 
liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt, wofir ich ihm zu 
groBem Danke verpflichtet bin. Spater stellte ich mir das am 
haufigsten gebrauchte Hydrosol nach der von Zsigmondy*) 
genau beschriebenen Phosphormethode selber her. Es besitzt 
einen Metallgehalt von 0,003%. Die Lingardimension der Teil- 
chen betraigt durchschnittlich 2—6uyu.7Die Lésung ist also 
eine auBerordentlich fein disperse. Ich werde sie im folgenden 
mit Au, bezeichnen. Ihre Farbe ist hochrot, sie zeigt weder im 
auffallenden noch im durchfallenden Licht die geringste Triibung. 
In diinner Schicht unter dem Mikroskop ist Au, bei gewéhnlichem 
Tageslicht auch bei den stirksten Vergréferungen vollstandig 
homogen und farblos. Die Reaktion ist ganz schwach alkalisch. 
Bei der Herstellung wurde ihr und den andern verwendeten 
Goldlésungen kein Schutzkolloid zugesetzt. Wie bei allen drei 
Arten von Metallésungen besitzen die ungeschiitzten Teilchen 
eine negative Ladung. 

Eine zweite, viel seltener verwendete Goldlésung unter- 
scheidet sich von der eben beschriebenen durch die Methode ihrer 
Herstellung und die etwas gréBere lineare Dimension ihrer Teil- 
chen. Diese betrigt etwa 8 uu. Das im auffallenden sowie im 
durchfallenden Lichte schén rote, absolut klare, in dtinner 
Schicht farblose Hydrosol hat ebenfalls einen Goldgehalt von 
0,003%, ist aber hergestellt mit Hydroxylamin als Reduktions- 
mittel*), Seine Reaktion ist neutral, bis ganz schwach sauer. 
Es ist sehr empfindlich und koaguliert schon beim Schiitteln in 
einem Reagensglare, wenn dieses mit dem Finger verschlossen 
wird. Durch diese tibergroBe Empfindlichkeit wird das Arbeiten 
mit ihm sehr erschwert. Es sei mit Au, bezeichnet. 


1) Zsigmondy, Zur Erkenntnis d. Kolloide. Jena 1905. 
*) Zsigmondy, Kolloidchemie. 2. Aufl. 1918. 8. 157. 
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Die gleiche groBe Empfindlichkeit zeigt ein drittes, stark 
getriibtes, im durchfallenden Lichte hellrotes, im auffallenden 
Lichte ,,fluorescierendes“, in dinner Schicht unter dem Mikro- 
skop ebenfalls farbloses und homogenes Hydrosol, das Teilchen 
von 95 uu Lineardimension enthilt. Goldgehalt: 0,003%, Re- 
aktion und Herstellung wie bei Au,. Dieses Sol ist wenig haltbar, 
bereits nach einigen Tagen haben sich kleine Flocken von zu- 
sammengeballten Goldteilchen am Boden abgesetzt. 

Sehr gut laBt sich mit einer Lésung experimentieren, die 
nach dem von Zsigmondy angegebenen Formolverfahren*) 
hergestellt ist. Konzentration und Farbe sind wie bei Au, und 
Au,, die TeilchengréBe betriigt jedoch ca. 40 wu. Ich werde 
diese Lésung daher mit Au,, bezeichnen. Sie ist, entsprechend 
der TeilchengréBe, von geringerer Durchsichtigkeit, aber sehr gut 
haltbar. Ein betrachtliches Absetzen des Goldes am Boden des 
GefaiBes war auch nach monatelangem Stehen nicht eingetreten. 
Die Reaktion ist neutral. 

Simtliche Lésungen wurden in GefiiBen von Jenaer Glas 
unter sonst gleichen Bedingungen aufbewabrt. 

Alle eben beschriebenen Goldlésungen sind ungeschiitzt. 
Ihnen gegenitiber stehen die Metallsole des Silbers und Kupfers, 
die sich von ihnen, abgesehen von ihrem spezifischen Metallgehalt, 
durch ihren Charakter als geschiitzte Lésungen unterscheiden. 
Sie sind durch Zusatz von Schutzkolloiden z. T. in betrichtlicher 
Menge gegen den Einflu8 von Elektrolyten stabilisiert. Bei 
weniger edlen Metallen als das Gold ist naimlich die Herstellung 
von schutzkolloidfreien Hydrosolen mit erheblichen Schwierig- 
keiten verbunden, und schon die kolloidalen Silberlésungen ohne 
Schutzkolloid enthalten das Metall in viel gréberer Zerteilung. 
wodurch wieder die Lésung weniger haltbar und fiir therapeu- 
tische Zwecke, fiir die kolloidales Silber in letzter Zeit viel herge- 
stellt wurde, unbrauchbar wird Dasselbe gilt fiir das kolloidale 
Kupfer. 

Von kolloidalem Silber verwendete ich drei Lésungen, die 
sich durch Konzentration des Metalls, Herstellungsart und Teil- 
chengréBe unterscheiden. 

Fiir die Herstellung kolloidaler Metalle iiberhaupt sind zwei prinzipiell 
verschiedene Methoden angegeben worden: die Reduktion des Metalls aus 


1)Zsigmondy, Kolloidchemie. 2. Aufl. 1918, 8S. 149. 
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einem seiner Salze mit Hilfe von chemischen Verbindungen als Reduktions- 
mittel und die Zerstéiubung des reinen Metalls in Wasser durch den elek- 
trischen Strom. Nach der ersten Methode, also mit Hilfe eines chemischen 
Reduktionsmittels, ist das kolloidale Silber, das unter dem Namen ,,Kol- 
largol‘‘ bekannt ist, hergestellt. Es enthalt ein Schutzkolloid aus ,,Abbau- 
produkten der EiweiBkérper“ in betrichtlicher Menge (25%). Sein Metall- 
gehalt betrigt 1,5%, ist also erheblich héher als bei den Goldlésungen. 
Die Lineardimension seiner Teilchen ist nach Angabe der Fabrik etwa 20 uu. 
Es ist im auffallenden und durchfallenden Licht eine schwarzbraune Flissig- 
keit, unter dem Mikroskop auch in diinner Schicht noch hellbraun und 
nicht sehr homogen. Hiiufig kommen kleine Flocken zusammengeballten 
Silbers in das Gesichtsfeld. 

Elektrokollargol wird durch elektrische Zerstiéubung hergestellt. Es 
enthalt einen geringeren Grad von Schutzkolloid') als das Kollargol*); 
immerhin aber noch so viel, daB es groBe Mengen von Séuren ohne Schaden 
aushalt. Seine Homogenitit ist weitaus gréBer als die des Kollargols. Es 
ist eine klare tiefrotbraune Fliissigkeit, unter dem Mikroskop in diinner 
Schicht hellbriunlich. Der Gehalt an Silber ist geringer als beim Kollargol, 
er betriigt 0,6%. Der Teilchendurchmesser ist ebenfalls nach Angaben der 
Fabrik etwa 10 uu. 

Auf die gleiche Weise, nimlich durch elektrische Zerstiubung, wird 
das Fulmargin hergestellt. Ihm ist ebenfalls ein Schutzkolloid, nach 
Engelen®), ,,etwas Gummi“ zur Stabilisierung zugesetzt. Der Teilchen- 
durchmesser betriigt ca. 14 uu. Es enthilt 0,1% Silber. Seine Farbe ist 
im auffallenden und durchscheinenden Licht tiefbraun, in mikroskopischer 
Schicht hellbraun. Es ist von weitgehender Homogenitat*). 

Die Farbe der verwendeten Kupferlésung ist tief braungrau, in mikro- 
skopischer Schicht jedoch nur schwach braunlich. Sie ist nach der von 
Paal®) angegebenen Methode mit Hilfe von lysalbinsaurem Natrium her- 
gestellt. Konzentration und TeilchengréBe sind mir nicht bekannt. Die 
Lésung zeigt bei gewohnlicher Beleuchtung unter dem Mikroskop auch bei 
stiirksten VergréBerungen vollstindige Homogenitét. Sie enthilt, ent- 
sprechend ihrer Herstellungsart, ein gut schiitzendes Schutzkolloid. 


Was die Stabilitaét dieser letzten vier Lésungen betrifft, so 
ist sie, dank den zugesetzten organischen Kolloiden, bei allen 
eine sehr groBe. Die elektrisch hergestellten Silberlésungen sind 


1) Nach Carl, Med. Klin. 1919, Nr. 7 einen Zusatz von 10% eines 
indifferenten EiweiBkérpers. 

' 2) Moewes, Therap. d. Gegenw. 1917. 

%) Engelen l.c. 

4) Fiir Ubersendung der Silberpriparate sowie auf sie bez. Literatur 
habe ich der chem. Fabrik Heyden in Radebeul b. Dresden u. dem chem. 
Lab. Rosenthal in Freibg. zu danken. 

5) Paal, Uber kolld. Gold, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35. (II, 
2236. 1902. — Uber kolld. Silberoxyd. 8S. 2224. 
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stabiler als das Kollargol, sie lassen auch nach Zusatz von ®/;)-H,SO, 
in finffacher Menge ihres Volums das Metall nicht fallen. Das 


Elektrokollargol ist im Vergleich mit dem Fulmargin etwas — 


empfindlicher. Am empfindlichsten ist das kolloidale Kupfer. 
Aus 1 cem seiner Lésung hat sich nach Zusatz von 115- 10°-Milli- 
iquivalent "/,)-H,SO, nach kurzer Zeit ein brauner, flockiger Nieder- 
schlag abgesetzt, der fast simtliches Kupfer enthalt, denn die 
iibeistehende Flissigkeit ist nahezu farblos. Im Vergleich zu den 
Goldlésungen!) sind aber auch hier enorme Mengen von Elektro- 
lyten nétig, um Koagulation zu bewirken. Ein Farbumschlag 
der Lésung nach Zusatz der Saure trat nicht ein. 


b) Die Zusaitze zu den Kolloiden. 


Da mir fir vergleichende Untersuchungen in erster Linie 
daran gelegen sein muBte, méglichst gleiche Bedingungen in den 
Nahrmedien zu erzielen, so setzte ich zu den ungeschiitzten Gold- 
lésungen in Vergleichskulturen mit Silber oder Kupfer stets 
organische Kolloide als Schutz hinzu. In den in den Tabellen III 
bis V aufgefiihrten Kulturen ist der Schutz der Goldlésung immer 
herbeigefiihrt durch Gelatine, und zwar ist 0,05% Gelatine hin- 
zugefigt, entsprechend dem Schutz der am wenigsten geschiitzten 
Silberlésung, der gleichfalls 0,05% betrigt. In anderen Fillen, 
in denen es mir darauf ankam, die Abhingigkeit der Metall- 
speicherung von dem Grad des Schutzes festzustellen, wurde als 
Schutzkolloid auBer Gelatine auch Dextrin verwandt. Genaueres 
iiber diese Versuche wird spiter berichtet werden. Durch das 
Hinzufiigen der organischen Kolloide war erst die Méglichkeit 
gegeben, einerseits die Wirkung der geschiitzten und ungeschiitz- 
ten Goldlésung, und andererseits die Wirkungen der geschiitzten 
Lésungen des Goldes, des Silbers und des Kupfers auf die Or- 
ganismen zu vergleichen. Hierzu muSte auBerdem der Metall- 
gehalt der Lésungen der gleiche sein, denn falls irgendeine Wir- 
kung bei der Kultur in ihnen an den Organismen bemerkbar wurde, 
war es wahrscheinlich, da8 sie dem Grade nach mit bedingt wirde 
von der Menge der Metallteilchen, resp. der an ihnen adgorbierten 
Ionen. Ich verdiinnte daher die Silberlésungen mit sterilem de- 
stilliertem Wasser entsprechend so sehr, da8 ihr Metallgehalt 
dem der Goldsole gleichkam, d.h. 0,003% betrug. 

1) Galecki, Zeitschr. f. anorg. Chemie 1912, Bd. 74. 
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Die Entwicklung der Kulturen war in allen geschiitzten und 
ungeschtitzten Lésungen ohne weitere Zusiitze stets eine kiimmer- 
liche. Um eine bessere Entwicklung zu erzielen, fiigte ich daher 
Zusitze von Nahrsubstraten hinzu. Wie die Erfahrung lehrte. 
muBte, wenn eine meBbare Beeinflussung des Wachstums erzielt 
werden sollte, das Nahrmedium wenn méglich im Verhiltnis 1: 10 
zu den Kolloiden hinzugefiigt werden (10 Teile Kolloid, 1 Teil 
Nihrsubstrat). Als Niahrmedium wihlte ich, da in ihm die meisten 
Organismen gut gediehen, Bierwiirze und auBerdem eine kinst- 
liche Nahrlésung, deren Zusammensetzung sogleich beschrieben 
werden soll, und die als Ammonnitratlésung bezeichnet sei. 
Jetzt machte sich aber bei den ungeschiitzten Goldlésungen 
die Empfindlichkeit gegen Elektrolyte unangenehm bemerkbar. 
Den Zusatz der Ammonnitratlésung im Verhiltnis 1: 10 (10 Teile 
Kolloid, 1 Teil Nahbrlésung) hielten Au, und Au aus, ebenso 
einen gleichen Zusatz einer bestimmten Wiirze. Bei einer zweiten. 
in gleichem Verhiltnis zugesetzten koagulierten jedoch beide. 
Als Grund hierfir ergab sich ihr héherer Sauregrad, wie aus 
Tabelle I zu ersehen ist. Als Indicator wurde stets Methylrot in 
alkoholischer Lésung verwendet. 


Tabelle I. 
Beeinflussung der Goldlésung durch Wiirzezusatz. 











Zur Neutralisie- 
rung von 10 ccm 
’ verbraucht an 
auranaacoens Baryt: [28,5 ecm 
Baryt = 10cem */19 
H,S0,) 


Zusatz zu Aug | Zusatz zu Auigy 
im Verhialtnis im Verhiltnis 
1:10 1:20 














Ammonnitratlis. 1,7 ccm koaguliert nicht | koaguliert nicht 
Warze I 18 ,, ” ” ” ” 
Wirze I , * oe koaguliert me iy 


Es wurde daher die Ammonnitratlésung im Verhiltnis 1: 10, 
die Wirze jedoch immer im Verhiltnis 1: 20 zugesetzt (20 Teile 
Kolloid, 1 Teil Wiirze). 

Au, und Au,, vertrugen weder Wiirze noch Nihrlésung in 
irgendeinem Verhiltnis, welches das Wachstum der Kulturen 
mefbar beeinfluBte. Nach genauer Neutralisierung der Wirze 
mit K,CO, gelang es, Wiirze und Au, im Verhiltnis 1:20 zu 
mischen, ohne da ein Farbenumschlag in der Goldlésung eintrat. 
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Die eingesiiten Sporen keimten auch, aber mir schien besonders 
in den Einzellkulturen doch eine merkbare Beeinflussung der Ent- 
wicklung zu resultieren: deshalb unterlieB ich den Zusatz von 
Wiirze zu den beiden Lésungen. 

Da mir aber daran lag, besonders in der Lésung mit den 
groBen Goldteilchen einige Kulturen zu ziehen, versuchte ich den 
Zusatz. eines Nichtelektrolyten. Als solchen, voraussichtlich 
nicht fillenden, wahlte ich Rohrzucker, und es erwies sich, daB 
bei den Kolloiden Au, und Au,, ein Zusatz von 2% Rohrzucker 
einerseits mikroskopisch keine Verinderung im Hydrosol hervor- 
rief und andererseits das Wachstum von Aspergillus niger und 
das eines hiufig verwendeten, spaiter beschricbenen Penicilliums 
meBbar begiinstigte. 

Welche Quelle hier die Pilze zur Befriedigung besonders 
ihres Stickstoffbeditirfnisses heranzogen, sei dahingestellt!). Einen 
Teil der anderen unentbehrlichen Substanzen fanden sie in groBer 
Verdiimnung in der Goldlésung. 

Die anderen Kolloide vertrugen den Zusatz aller Nahr- 
medien in jedem der beschriebenen Verhiltnisse, die in den 
Vergleichskulturen gewahrt wurden. Zu anderen Zwecken 
wurden dann gréBere Portionen von Nihrsubstraten hinzugefiigt, 
woriiber spiiter zu berichten sein wird. 

Es bleibt noch ein Zusatz zu der Lésung Au, zu erwahnen, 
der einer geringen Menge von Oxalsaiure. Durch ihn gelingt es, 
die Wechselwirkung zwischen Goldlésung und Membransubstanz 
in einigen Fallen entscheidend zu beeinflussen. Die Goldlésung 
vertrigt ohne Veranderung einen Oxalsiuregehalt von 0,045%. 
Es liegt in ihrer Natur begriindet, daB sie nicht in héherem 
Grade von den Wasserstoffionen beeinfluBt wird. Die Ladung 
ibrer Teilchen ist nimlich durch eine geringe Menge von Alkali 
erhéht*), und die Lésung dadurch stabilisiert. In der in Frage 
stehenden Goldlésung stellte ich einen Gehalt von 0,0213% 
K,CO, fest, und auf ihn ist die Méglichkeit des relativ groBen Zu- 
satzes von Oxalsiure ohne Koagulationswirkung zuriickzufiihren®). 


1) Saida, Ber. d. dtsch. bot. Ges. 19, 107. 1901. 

2) Zsigmondy, Einige bemerkensw. Eigenschaften d. kolld. Goldes. 
Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 96. 1916. 

3) Zsigmondy, Uber Koagulation u. Teilchenattraktion. Zeitechr. 
f. physikal. Chemie. 42, H.5. 1918. 
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ce) Die kiinstlichen Nahrlésungen. 


Wie erwahnt wurden die kolloidalen Léisungen mit den Zusitzen und 
ohne die beschriebenen Zusitze als Nihrmedien verwandt. Es erwies sich 
jedoch als notwendig, die Pflanzen erst in einem Substrat, dessen Zu- 
sammensetzung bekannt war, und dessen Reaktion genau verfolgt werden 
konnte, zu kultivieren und sie dann zu einem bestimmten Zeitpunkte in 
die Kolloide zu iibertragen. 

Die am hiufigsten verwendete, von Wehmer') angegebene Niahr- 
lésung, in der fast alle niederen Pflanzen wuchsen, bezeichne ich als Am- 
monnitratlésung. Sie hat folgende Zusammensetzung: 1 g Ammonnitrat, 
0,5 g prim. Kaliumphosphat, 0,25 g kryst. Magnesiumsulfat, 100 ccm 
Wasser: dazu als Kohlenstoffquelle 3—71/, g Rohrzucker oder Dextrose. 

Von gleicher Zusammensetzung, nur mit 1 g Ammonsulfat als Stick- 
stoffquelle, anstatt des Ammonnitrates, ist eine zweite Lisung, die als 
Ammonsulfatlésung bezeichnet sei. 

Von Nikitinsky*) wurden zwei Lésungen angegeben, die ich hiufig 
benutzte; sie seien als Nikitinsky-Lésung I und II bezeichnet. Ihre Zu- 
sammensetzung ist die folgende: Lésung I: 3 g weinsaures Kali, 1 g Ammon- 
nitrat, 0,5 g prim. Kaliumphosphat, 0,25 g Magnesiumsulfat. Lésung II: 
1 g Ammontartrat, 0,5 g prim. Kaliumphosphat, 0,25 g Magnesiumsulfat. — 
In der ersten Lésung dient das weinsaure Kalium als Kohlenstoffquelle, 
in der zweiten wirkt das Ammontartrat zugleich als Stickstoff- und als 
Kohlenstoffquelle. 

AuBerdem benutzte ich fiir héhere Pflanzen die als ,,SSachssche 
Nihrlésung“* bekannte: 1 g Kaliumnitrat, 0,5 g Calciumsulfat, 0,5 g 
Magnesiumsulfat. 0,5 g saures Calciumphosphat, 1000 ccm Wasser, eine 
Spur Eisen. = 

Zu diesen Lésungen wurden Zusatze von Séuren und Alkalien gemacht, 
die spiiter besprochen werden sollen. 

II. Untersuchte Organismen. . 


Es wurden auf ihr Verhalten in den Metallhydrosolen gepriift : 





1. Niedere Pflanzen. 


a) Bakterien: Bacillus megatherium, Bacillus brassicae; 
Schwefelbakterien: Beggiatoa minima; Eisenbakterien: Clonotrix 
fusca, Leptotrix sp. 

b) Algen: Cyanophyceen: Nostoc. sp., Conjugaten: Zygnema 
sp.;. Diatomeen: Diatoma vulg. Navicula sp.; Chlorophyceen: 
Protococcalesart.; Rhodophyceen: Batrachospermum moniliforme. 

c) Pilze: Phycomyceten: Mucor mucedo. Eumyceten; 
Ascomyceten: Aspergillus niger, Aspergillus glaucus, Penicillium 

1) Wehmer, Ber. d. dtsch. bot. Ges. 9, 163. 1891. 

*) Nikitinsky, Jahrb. f. wissensch. Botanik. 40. 1904. 
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glaucum!), Penic. A, brevicaule, Hohenheim, purpurogenum, 
olivaceum, viridicatum, II, Z, Citromyces glaber. Basidiomyceten : 
Ustilago Hordei. Saccharomyceten: giirende Hefe, Kahmhefe. 
Sonstige Pilze: Botrytis vulg., Monilia variabilis, Dematium 
pullulans, Oidium lactis. Fusarium sp. 









2. Hohere Pflanzen. 






Gerste, Weizen, Hafer, Roggen. 






3. Niedere Tiere. 






Protozoen: Amédben,. Colpidien, Paramaecium sp. 


Hierzu sei kurz bemerkt, da8 die Pilze in erster Linie fiir die Unter- 
suchungen in Betracht kamen, weil sie sich als das reaktionsfihigste Ma- 
terial erwiesen. Von Algen wiahlte ich nur solche, die eine mehr oder 
weniger dicke Schleimschicht um ihren Kérper ausbilden. Diese Schleim- 
substanzen sind keine einheitlichen Gebilde; der Schleim der Cyanophyceen 
weicht in seiner Zusammensetzung von dem der Chlorophyceen und dieser 
wieder von dem der Rotalgen ab, ebenso ist die Gallertmasse der Zygnema- 
ceen ein von den iibrigen abweichendes Gebilde. So war es einer Prii- 
fung wert, die Metallspeicherung in diesen Substanzen zu beobachten. 
Die Diatomeen zog ich deshalb in den Kreis der Untersuchungen, weil 
von ihnen bekannt ist, daB sie auf der Schale nach auBen hin einen 
Plasmastreifen besitzen*). Da die Eisenbakterien in ihrer gallertartigen 
Hiille Verbindungen des Eisens, spez. das kolloide Eisenhydroxyd*) 
speichern, so lag es nahe zu untersuchen, ob sich bei ihnen auch die 
Speicherung eines anderen Metalls nachweisen lie8. Die Kulturen wurden 
mir von Herrn Prof. Lies ke freundlichst tiberlassen. 



















Morphologische und physiologische Untersuchungen. 





I. Die Wirkung der verschiedenen Lésungen auf niedere Organismen 
in Ein- und Vielzeilkulturen. 


Seit einiger Zeit ist es bekannt, daB sich in den nach den verschieden- 
sten Verfahren hergestellten kolloidalen Goldlésungen Schimmelpilze an- 
siedeln, und daB diese das Metall in ihrem Mycel verdichten. Die Beob- 
achtungen Zsigmondys sind auf §. 2 ausfiihrlich wiedergegeben, ich 







1) Als Penicilliumformen bezeichne ich die Schimmelpilze, die dem 
hiesigen Institut von Herrn Prof. Weh mer, Hannover, iiberlassen worden 
waren, und die unter diesem Namen schon in einer aus dem hiesigen 
Institut stammenden Dissertation (Wéltje, Centralbl. f. Bakt. 48, IT) 
beschrieben wurden. 

*) Engelmann, Botan. Ztg. 1879. 

8) Adler, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 11 (II). 1903. Lieske, 
Jahrb. f. wissensch. Botanik. 50 (III). Molisch, D. Eisenbakterien. 1910. 
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kann daher auf die Beschreibung der auBeren Erscheinungen hier ver- 
zichten. Uber den genauen Verlauf der Metalleinlagerung wird spiiter 
berichtet werden. 

Um das Verhalten der Pflanzen in den verschiedenen Lésungen kennen 
zu lernen, wurde eine groBe Reihe von Kulturen angelegt, die teils nur eine 
Spore, teils deren mehrere enthielten. 

Sehr hiufig benutzte ich als Ziichtungsobjekt ein aus Gold isoliertes, 
durch sein hohes Siurebildungsvermégen ausgezeichnetes Penicillium, das 
ich mit Penicillium A bezeichne. Es bildet fahl gelbgriine, spiter graugriine 
Rasen mit ebener Oberfliche. Auf Gelatine ist die Farbe von vornherein 
mehr graugriin. Die Gelatine fingt am 4. Tage bei einer Temperatur von 
15—18° C an, fliissig zu werden und ist nach 6 Tagen vollstindig ver- 
fliissigt. Die Konidienabschniirung wird hier auSerordentlich reichlich, so 
daB die Decke stark kérnelig erscheint. Die Unterseite der Decken ist in 
Ammonnitratlisung und auf Gelatine grauweiB. Der Geruch ist ein ty- 
pischer Schimmelgeruch. Die Nihrlésung wird ziemlich stark angesiuert. 
Hierdurch unterscheidet sich das beschriebene Penicillium u. a. erheblich 
von dem viel schwiacher siuernden Penicillium glaucum meiner Sammlung. 
Die Konidientraiger sind meist mehrfach veristelt und an den Spitzen 
pinselférmig verzweigt. Mycel und Konidientriger sind 4—7, breit. 
Die Konidientrigeriiste, an denen die Sterigmen sitzen, die Metulae*), 
sind 3—3,5 dick, 8—10y lang, die Sterigmen sind 15—17 « lang und 
2—3,5 breit. Die Sporen sind rund und haben einen Durchmesser von 
2,8—3,5. Das Optimum der Wachstumstemperatur liegt bei 18° C. 
Trotz unzihliger Uberimpfungen blieb das Penicilli¢m vollstandig konstant. 

Die Einzellkulturen wurden nach der von Lindner*) angegebenen 
Methode angelegt, derart, daB auf das Deckglischen iiber der Linse eines 
hohlgeschliffenen Objekttriigers eine Anzahl kleiner Tropfen gebracht 
wurde, die mit je einer Spore beimpft wurden. Nach Bezeichnung der 
Trépfchen, in denen auf Grund mikroskopischer Kontrolle nur eine Spore 
sich befand, wurde deren Entwicklung fortlaufend beobachtet. 

Die Vielzellkulturen wurden auf plangeschliffenen Objekttraigern ge- 
zogen, bei denen das Deckglischen durch ganz diinn ausgezogene Glas- 
stabchen gestiitzt wurde. Ich bezeichne daher diese Kulturen als ,,Stiitz- 
kulturen“. Bei einer Aussaat von mehreren Sporen in einer solchen Stiitz- 
kultur war die Entwicklung besser als im hingenden Tropfen eines hohl- 
geschliffenen Objekttriigers, und dieser Vorteil tiberwog den Nachteil, daB 
die Stiitzkulturen nicht immer frei von Verunreinigungen blieben. Praparate, 
die durch Bakterien verunreinigt waren, wurden aber sofort ausgeschieden. 

Im folgenden soll die Einwirkung der Gold- und Silberlésungen auf 
einige Pilze genauer beschrieben werden; die Kupferlésung ist nicht hinzu- 
gezogen worden, weil es nicht méglich war, sie auf den gleichen Metallgehalt 
zu bringen, denn, wie erwihnt, war ihre Metallkonzentration nicht bekannt. 

1) Haenicke, Zeitschr. f. Bot. 8. 1916. 

*) Lindner, Mikrosk. Betriebskontrolle in den Garungsgewerben. 
Berlin. 1901. 
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Tabelle II. 
Verhalten von Aspergillus niger in verschiedenen Lésungen chne 
Metallkolloid. 


I Durchschnittl. Lange der Hyphes DurchsehnittL Lange der. Hyphen 
} w# an Tag-n nach der Impfung] in « an T gen nach der Impfung 
in Einzelikulturen in Vielzellkulturen 











Temperatur 
10—20° © 





Nahrsubstrat =f) 1 T¢.|n. 2T¢.|n. 8 Tx. | n. 47. n. 1 Te,|n. 2 Te. |n. 8T¢. | 2 ‘Ts. 





i] 
Steril. Wasser (de- | nicht | nicht 10—15 | nicht | 15-20 | 70-90 80—100 
stilliert) || gekeimt/gekeimt; gekeimt 
Ausgefaliene Gold- |, fi 156-20) ,, 20-25 | 80— 100 | 100—120 
lésung i | 
Wiirze + Wasser 
1:20 } 
Wasser + 2% Rohr- | 
sucker 


» | 20-25 » | 20~80 |120—150'250—850 


| 


20 150 | 200—250 








itratlosung | 50—100 nicht | nicht 
+ Wasser 1:10 | . meBbar| meBbar 
Ammonnitratlésung pro soon ” ” 


Lésung I Nikitinsky _ — 50—60 800—400'700—800 
Lésung II Niki- | _ _ ni ht | 6v—70 |100—200 
tinsky i gekeimt 


*) nicht meSbar = linger 1 mm. 




















In der Tabelle II sind die durchschnittlichen Ergebnisse einer Reihe 
von Beobachtungen an Aspergillus niger zusammengestellt. Sie zeigen 
seine vegetative Entwicklung in sterilem Aq. dest. und in diesem mit den 
gleichen Zusitzen der Nihrmedien wie bei den Hydrosolen; auBerdem in 
verschiedenen kiinstlichen Nahrlésungen, die teils in der bei den Solen 
angewandten Verdiinnung mit sterilem Aq. dest., teils unverdiinnt mit 
Sporen beimpft wurden. Die Entwicklung von Pen. ‘A und Mucor muc., 
die in den folgenden Tabellen ebenfalls aufgefiihrt ist, verlauft ganz ahn- 
lich. Diese Tabelle gibt uns die Méglichkeit, etwa auftretende Beein- 
flussungen der Keimungszeit und des Laingenwachstums durch die Metall- 
lésungen beurteilen zu kénnen, denn sie zeigt die Entwicklungsintensitat, 
in den bei den Hydrosolen angewandten Verdiinnungen der Niahrlésungen, 
aber ohne Metallgehalt. Die in ihr gemachten Angaben tiber die Kulturen 
in sterilem Wasser und in der ausgefallenen Goldlésung sind in Vergleich 
za setzen mit den Angaben der Tabelle I:I. 

Aspergillus nig. ist in Einzellkulturen in sterilem Wasser nach 2 Tagen 
bei der angegebenen Temperatur noch nicht ausgekeimt. Die Sporen sind 
teilweise bis auf das Anderthalbfache des urspriinglichen Durchmessers 
({4—5 yu) gequollen. Am 3. Tage ist ein kleiner Keimschlauch entstanden, 
der sich vor dem Absterben noch etwas verlangert. 

In den Vielzellkulturen ist die Entwicklung eine bessere. Nach 2 Tagen 
ist ein groBer Teil der Sporen gekeimt, am kriftigsten diejenigen, die in 
einem kleinen Komplex zusammenliegen. Verzweigung und Querwand- 
bildung tritt auch hier nicht auf; nach 5—6 Tagen sistiert das Wachstum. 

Diese etwas bessere Entwicklung muB8 wohl auf die Tatsache zuriick- 
gefiihrt werden, da8 immer ein gréBerer Teil der Sporen nicht auskeimt, 
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Tabelle II. KEinzellkulturen in kolloidalen Lésuy 
men ee: siti Ungeschiitzte Lésungen tts 
‘Lange der ‘Hyphen in # an Tagen 1 nach der r Impfung ” 
Name der A A re 8 Bras ere me 
Species Cm Me PAO... WI PE Les. SE oh wine aial aa. ay, 
no n|{a|oafn/] o ; m= | mB fm n | a | S. bd eed ee D. 
1 Te. 2Tg. |8 Te. |4 Te. | Te. rah 8 Te. 4Tg. Te 2 Tg. | 8 Te. «Te. ITg., ate | 8 Te. | 4Te. 
Aspergillus |n.g.*)| u. g. | 10 | 80 Ing ng. \s- on 20—30 “ n. g | 5 | 15—2 
niger | | | | 
Penicillium | , = 10 | 20-80], | , |5-10}2%-80], | , | 6 | 2 
A } 
Mucor mu- | ,, ae 20 | 50-601, i 20 | 40—50 | ,, ae 0-20 50 
cedo | | | a | 
Vielzellkulturen in kolloidalen Lésung 
_ Aspergillus ies ais, 100 | 180 10! 50 gle 150 5 | 40 100 | 150 5 | 40 | 80 100 | Sel 
niger | | . 
Penicillium | a. g. (20 80 140 |n.g| 40 70 «=|120—150jn.g.| 40 7 | 120 Ing. 0 80 | 100 jan 
Mucor ma- | a pale 150 | | 220 * 5070 150 250 ~ 50—70 200 300) ,, : 150 oa 300 
cedo | | | 


*) n. g. = nicht gekeimt. 





































































































Tabelle IV. Einzellkulturen in kollokielen i Aoungen - + 2@bhrzuck 
SoA RE OG te “In ungeschiitaten Losungen 
| Durchechnittliche Linge der Hyphen Durchsehnittliche Lange der Hyphen] y, 
Name der Species t in » an Tagen nach der Impfung Metall- in « an Tagen nach der Impfung spei aes 
i Aw speiche- Avse I fei 
i : rung — 
j n. 1 Tg. | n. 2 Te. | n. 8 Tg. | a. 4 Tg. n. 1 Te. | n. 2 Tg. | n. 8 Tg. | 47. Tg. | no. 2 
Aspergillus niger _|n. re 10-20 50 80—100 —_ n, gubuiat 15-20 BO 100—120 20- 
Penicillium A » | 10-15) 40—50 100 | am 8. Tag 10 | 50 100 4 2 
Mucor mucedo ‘ 30 7—80 200 = 30—40 | 70—80 | 200—250 : 4 
Vielzellkulturen in kolloidalen Lésungen + 2%, Rolfiicker. 1 
Aspergillus niger 10—20 | 150—200 | 800 am 3.Tag | 10—20 | 30-40! 1650 250—300 | am | 50- 
Penicillium A 5—15 oy 150 300—350 | am 8. Tag | 16—20 80 | 120—150 | 800—850 | am 15 60- 
Mucor mucedo oo | ao } on aie is ee | wie wnt eS 
Tabelle V. Einzellkulturen in kolloidalen Lésungen + Amm tlisu 
AU ege gs } 4 In ungesehiitzter Lésung In ten L 
I Aug Metall- At 
Name der Species i Durchschnittliche Lange der Hyphen in | speiche- | Durchschnittliche Lange der Hyphen in hschn 
H w# an Tagen nach der Impfung rung w an Tagen nach der Impfung an 
“a n. 1 Tg. | Dn. . 2 Tg. | n. 8 Tg. n. 4 Tg. n.1Tg. | n.2Tg. | n. 8T¢. E n. 4 Tg. 1 Tg. 
Aspergillus niger i 100—200 400—500 800 n. meBb.*)| n. 2 Tg. | 100—200 500 800—900 |n-mesbar t | 
Penicillium A | 100—150 | 800—400 | 700—800 % pn. 2Tg. | 100—150 | 400 SS ee ‘ 
Mucor mucedo | 150—200 800 =| n.meBbar e _ 200—300 900 | n.meBbar | ” ge: 
Vielzellkulturen in kolloidalen Lisungen + Ammonnitr lf 
Aspergillus niger 500—600 800 n.meBbar|n.meBbar} n. 2 Tg. | 500—600 900 n.meBbar | n. meBbar t | 1 
Penicillium A 800—400 660 ra ps n. 2 Tg. 400 700—800 om ” ” 
Mucor mucedo 200—800 | 800-—900 ” ” _ 200—800 | 800—900 ” ” ad 

















*) nicht meBbar ~ langer als 1 cmm. 
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e Zusatz Temperatur 15—20°C. Metallgehalt 0,003°/,. 


ast Geschiitzte Losungen 
Durchschnittliche Linge der Hyphen in an Tagen nach der Impfung 











Au, __ Blektrocollargol ‘Colargol Fulmargin 
n. n n. n | 2. n. a te mn | 2 ee n 
4 Tg. 


e| 8Te. 4Tg. | 1 Tg. 2Tg. | 8 Tg. 4Tg. | 1Tg. | 2Tg. | 3 Te. | | 4Tg. 1 Tg. | niin teshows 








| 


ab--@9 | 15-08 ne [me | me | me mg | mg. | sae AF 
| 10 | 20—80 | 
a | Bee 

ine Zusatz. Temperatur 15—20°C. Metallgehalt 0,003%/,. 


40 | | 140 png | ag! agi nag iogingi nog | 5& 
} | 


| 





5—10 


20 7 | 150 
(ga ge 


ohrzucker. Tomperatar 15— 20° C. Metallgehalt O08 Fe 


” ” | ” 























In geschiitzten Lésungen’ 4 








Durchschnittliche Lange der Hyphen in « an Tagen nach der Impfung 





Au if ce ~ Collargol Fulmargin 


7 


n. 2Tg.| n. 8 Tg. | n. 4 Te. n. 1 Tg. | n. 2 Ty. | n. $Tg. | n. 4 Tg. | n. 1 Tg. n. 2Tg @ | n. 3 Tg. | n. 4 Te. 


speicherung 














20 70—80 |100—i a - ngekeimt}; 10—15 *s a ‘ie in. gekeimt 
40 80 250 ‘s 5—10 | 10-20 | 30—50 ‘i 5—10 | 10-20 | S0—40 
ker. Temperatur 15—20° C. Metallgehalt 0,003%. 
2 | 50—70 |L50—200} in. ot in. gekeimtin. gekeimt |n. gekeimtjn. gekeimtin. gekeimtin. gekeimt| 5—10 
” Oa ray 10—15 
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abstirbt und seine Reservestoffe in das umgebende Medium austreten 
1a8t. An einem Sporenkomplex machte ich die Beobachtung, da8 ein Teil 
der jungen Hyphen bald abstarb, derart, daB ihr Plasma aus der Spitze 
der Mycelfiiden sich in dem unteren Teil des Fadens zusammenzog. Durch 
seine starke Lichtbrechung und sein bestiindiges Schwinden verriet es, 
daB es sich nicht mehr in lebenskriaftigem Zustande befand. SchlieBlich 
war es aus der Membran, die noch bestehen blieb, ganz verschwunden. Die 
anderen Hyphen desselben Komplexes entwickelten sich in der gleichen 
Zeit auffallend kraftig, und es hatte den Anschein, als ob das Nahraubstrat 
értlich mit einer geringen Menge von Niahrstoffen angereichert wiirde, die 
das bessere Vorwirtskommen der lebenden Hyphen erméglichten. 

Nicht sehr verschieden von der Entwicklung des Pilzes in sterilem 
Aq. dest. ist die in Einzellkulturen der reinen ungeschiitzten und geschiitzten 
Goldlésungen, wie aus Tabelle II hervorgeht. Das bemerkenswerteste Re- 
sultat, das aus ihr abzuleiten ist, zeigt sich darin, daB die vegetative Ent- 
wicklung in allen ungeschiitzten Goldlésungen sowohl als in der geschiitzten 
annihernd die gleiche ist. Das war angesichts des verschiedenen Dispersitats- 
grades des Metalls in den Lésungen nicht ohne weiteres vorauszusehen In 
bezug auf die Anzahl der gekeimtén Sporen ist zu bemerken, daB immer 
ein gréBerer Teil der als Einzellkulturen gezogenen Sporen in den Gold- 
lésungen auskeimt als in sterilem Wasser, was wohl auf die geringen 
Mengen von Salzen in den Goldlésungen zuriickzufiihren ist. Die Erschei- 
nung, daB eine gréBere Zahl von Sporen keimt, gegeniiber denen in reinem 
Wasser, ist auch in einer Lésung von Au,, zu bemerken, in der aber die 
Goldteilchen ohne Zusatz eines Elektrolyten zu Boden gefallen waren. Die 
Entwicklung der Pilze in ihr verliuft in Ein- und Vielzellkulturen wie die 
in der entsprechenden intakten Goldlésung. 

In den Stiitzkulturen in reinen Goldlésungen sind schon am 2. Tage 
nach der Impfung Querwiinde und kleine Verzweigungen ausgebildet. Die 
Hyphen sind linger und etwas breiter (4—6 ) als in den Einzellkulturen. 
Das Gold tibt also in allen Lésungen, in geschiitzten und ungeschiitzten, 
keine Wirkung in bezug auf die vegetative Entwicklung aus. 

Die Metallspeicherung tritt bei allen ungeschiitzten Goldlésungen bei 
ein und demselben Pilz, nimlich bei Mucor muc., niemals ein, bei Asper- 
gillus in Goldlésung ohne Zusatz nur selten und dann auBerst schwach 
nur in Vielzellkulturen, bei Penicillium dagegen regelmaBig in letzteren, 
und als Regel schon am 2. Tage nach der Impfung. In den geschiitzten 
Lésungen des Goldes, sowie in allen Silberlésungen, ist sie nie zu be- 
merken. 

Dagegen geht aus Tabelle III aufs deutlichste die wachstumshemmende 
Natur der Silberlésungen hervor. Alles jedoch, was hieriiber zu sagen 
ist, soll weiter hinten zusammenhingend kurz ausgefiihrt werden, und ich 
tibergehe daher zunichst diese Erscheinungen. a 

Aus der Tabelle II geht weiter hervor, daB die vegetative Entwicklung 
der Organismen keine bemerkenswerten Unterschiede zeigt bei Zusatz von 
Wiirze oder Zucker zu den Stammlisungen. Daher unterlie8 ich, weil Au, 
und Au,, ohnehin den Wiirzezusatz nicht vertragen, eine vergleichende 
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Zusammenstellung der Kulturen in verdiinnter Wiirzegoldlésung und gab 
in Tabelle IV eine Ubersicht der Pilzentwicklung in den Kolloiden mit 2% 
Rohrzuckerzusatz. Da es sich gezeigt hatte, daB das Vorwirtskommen 
der Organismen in keiner der 4 verschieden dispersen Goldlésungen irgend- 
eine Besonderheit erkennen lie}, war es nicht mehr nétig, die Entwicklung 
in allen 4 Goldsolen aufzufiihren. Ebenso hatte es sich ergeben, da8 ein 
Unterschied in der Wirkung der Silberlésungen weniger in den beiden auf 
elektrischem Wege hergestellten, als zwischen ihnen und dem auf chemische 
Weise reduzierten zu bemerken war. Es geniigte daher, die Lésungen, die 
besonderes Interesse beanspruchten, hervorzuheben. 

Es wurde der Zuckerzusatz zu dem grobteiligen Goldsol hauptsachlich 
gewahlt, um den Eintritt und den Verlauf der Metallspeicherung in ihm 
zu beobachten, da in den Lésungen ohne Zusatz eines Nahrsubstrates 
diese Reaktion immer weniger intensiv und unsicher eintrat. Dies hingt 
mit der Méglichkeit der Siurebildung in gezuckerten Liésungen zusammen, 
wie aus den spiteren Ausfiihrungen verstindlich werden wird. Es zeigte 
sich bei Aspergillus am 4. Tage, bei Penicillium schon am 3. eine Farbung 
der Hyphen, und die Verfolgung der Reaktion in dieser Lisung gewihrte 
manche Aufschliisse iiber ihre Natur. Des weiteren geht aus Tabelle IV 
von neuem hervor, daB bei allen Kulturen in geschiitzten Lisungen die 
Speicherung des Metalls ausbleibt. In zuckerhaltigen Goldlésungen ist die 
Lange der Hyphen und die Keimungszeit der Sporen gleich denen in der 
wisserigen Zuckerlésung, wie durch Vergleich mit Tabelle I] leicht festzu- 
stellen ist; sie ist eine viel bessere als im destillierten Wasser; im Vergleich. 
mit den aus Tabelle II und Tabelle V ersichtlichen Resultaten aus der ver- 
diinnten wisserigen und goldhaltigen kiinstlichen Nahrlésung immerhin 
noch eine recht kiimmerliche. Der Unterschied in der Keimungszeit und 
der Hyphenlange fallt sofort in die Augen; nach kurzer Zeit hat das Mycel 
eine Lange von mehr als einem Millimeter erreicht, Aspergillus und Penicillium 
erreichen dies Stadium meistens am 3. Tag, der schnellere Mucor schon am 2. 
nach der Impfung. In allen Kulturen der ungeschiitzten Goldlésung ist bei 
Aspergillus nig. und bei Penicillium A, sowohl bei einzeln gezogenen Sporen 
als auch bei denen, die zu mehreren im gleichen Substrat keimten, Metall- 
speicherung schon am 2. Tage eingetreten, und dies ist bei guten Ernihrungs- 
bedingungen fiir beide als das ,,Normale“ zu bezeichnen. Andere Pilze der 
gleichen Art, wie z. B Pen. olivaceum, fangen schon friiher mit der Spei- 
cherung an, sehr schnell beginnt auch Citromyces, wesentlich spiter da- 
gegen zeigen Pen. glaucum und Aspergillus glaucus durch den ersten grau- 
roten Farbton ihrer Hyphen eine Beeinflussung durch das Gold an; die 
iibrigen Penicilliumarten, sowie Botrytis vulg. beginnen alle bei giinstigen 
Kulturbedingungen im Laufe des 2. Tages mit der Einlagerung. Dagegen 
zeigt Mucor in keiner Kultur eine Verdichtung des Metalls. Seine Hyphen 
lassen in den schwach alkalischen ungeschiitzten Lésungen nicht den 
geringsten grauroten Schimmer erkennen. Ebenso verhalten sich Monilia 
var., Dematium pull., Oidium lact., sowie die Hefen und Bakterien. Uber 
die Algen, die héheren Pflanzen und die niederen Tiere wird sofort be- 
richtet. werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 110. 
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In allen geschiitzten Lésungen ist bei den Kulturen simtlicher Pilze 
wahrend der in den Tabellen angegebenen Zeit und den angegebenen Lé- 
sungen nie Metallspeicherung (zu bemerken. Uber den dicht neben- und 
tibereinanderliegenden. Mycelfaden der Vielzellkulturen erscheint mehrere 
Tage spater ein schwachroter, resp. gelber Farbton. Einzeln liegende 
Hyphen zeigen auch diese schwachen Ténungen, wenn iiberhaupt, erst viel 
spiter. Auf ihre Ursache wird spiter einzugehen sein“). 


II. Das Verhalten der Algen, der héheren Pflanzen und der niederen 
Tiere in den Goldlésungen. 


Bisher besprachen wir nur das Verhalten der verschiedensten Pilze 
in den schwach alkalischen ungeschiitzten und in den geschiitzten Lésungen 
des Goldes und stellten fest, daB® einige dieser Organismen das Metall aus 
ungeschiitzten schwach alkalischen Goldsolen fixieren, wihrend andere 
dazu nicht zu veranlassen sind. In geschiitzten Lésungen des Goldes und 
des Silbers trat unter den angegebenen Kulturbedingungen und wahrend 
der in den Tabellen angegebenen Zeit nie Metallspeicherung ein. 

Wir wenden uns jetzt anderen niederen Organismen zu, zunichst der 
Gruppe der Algen. Eine besonders dicke Schleimschicht lag um die eigent- 
liche Zelle einer Protococcalesart; sie war oft 10—12 u breit, wahrend die 
eigentliche Alge einen Durchmesser von 25—30 « hatte. Auch eine Nostoc- 
art war ginzlich eingebettet in voluminése Gallertmassen. Farbstoffen 
gegeniiber verhalten sich diese Schleimsubstanzen in spezifischer Weise, 
dem Golde gegeniiber zeigten alle das gleiche Verhalten; es war auf keine 
Art méglich, weder in saurem noch in alkalischem Hydrosol eine Farbung 
auch nur der schwiichsten Ténung zu erzielen. Das saure Hydrosol wurde 
durch Zusatz von Oxalsiure wie beschrieben hergestellt, und es gelang 
aus spiter zu erliuternden Griinden in manchen Fallen, in ihm eine Metall- 
speicherung zu erzielen, bei Organismen, die in schwach alkalischen Lé- 
sungen nicht fixierten. Die Einwirkung der geringen Saéuremengen iiber 
dauerten diese zarten Organismen nicht lebend, aber nie war, weder bei 
lebenden noch bei abgestorbenen, Beeinflussung durch das Gold zu erkennen. 
Ebenso verhielten sich die Diatomeen. 

Besondere Miihe gab ich mir mit einer aus dem hiesigen botanischen 
Institut erhaltenen Zygnema. Es ist eine Art, bei der die Kopulation 
leiterférmig erfolgt und die runden Sporen in den nicht verdickten Zellen 
des einen Fadens Jiegen. Die Zellen sind 2—2?/, mal so lang als breit, ihre 
Breite betriigt 23—27. Von Pfeffer*) ist ein Verfahren angegeben 
worden, nach dem schon wahrend des Lebens die Wandung der Zellen 
einiger Algen Anilinfarben und andere Farbstoffe speichern, ohne daB die 
Organismen getétet werden. Klebs*) wandte diese Methode bei Zygnema 
an und erwies dadurch, daB diese eine kurze Einwirkung schwacher Saure 


1) Siehe S. 35. 

*) Pfeffer, Untersgen. aus d. bot. Inst. z. Tiibingen. Bd. II. 1886. 
8. 277. 

8) Klebs, Untersgen. aus d. bot. Inst. z. Tiibingen. Bd. IJ. 1886. 
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lebend iibersteht. Ich brachte daher meine Zygnema wahrend 1—2 Min. 
in die Goldlésung mit 0,045% Oxalsaéuregehalt, zog sie dann einen Augen- 
blick durch frisches Wasser und wiederholte diesen ProzeB bis zu 10 Malen. 
Dann wurde die Alge in schwach alkalische Goldlésung gelegt. Es gelang 
aber nicht, Goldspeicherung hervorzurufen. 

Es bleibt mir die Beschreibung der Versuche mit héheren Pflanzen. 
Die Getreidekérner wurden angekeimt in pordsen TongefiSen, in denen 
sich feuchtes FlieSpapier befand, und durch die Wandung der Gefife 
hindurch stets mit Feuchtigkeit versehen. Bei dieser Methode des 
Keimens bilden sich die zarten Wurzelhirchen in besonders reicher Weise 
aus, und es war zu erwarten, daB, wenn iiberhaupt, an ihnen das Gold 
fixiert werden wiirde. Ein Teil der Wiirzelchen wurde in die alkalische, 
ein anderer in die saure Goldlisung gebracht. Es fand nirgends Speicherung 
statt. Eine weitere Partie der gerade gekeimten Kérner wurde in die 
Sachssche Nahrlésung iibertragen. Diese reagiert in unbewachsenem Zustande 
schwach alkalisch. Von den benutzten Arten zeichnen sich Roggen und 
Hafer durch starke Siureausscheidung, Weizen und Gerste dagegen durch 
schwache Siurebildung aus. Aber auch als die Wiirzelchen 5—7 cm und 
die Sprosse 10—12 cm lang waren, war die Nahrlésung der Roggen- und Hafer- 
keimlinge noch gar nicht angesiuert. Wurden diese dann mit der Region 
der Haare lingere Zeit auf feuchtes blaues Lackmuspapier gelegt, so zeigte 
es schwache Rétung. Bei Weizen- und Gerstekeimlingen versagte auch 
diese Methode, eine Saéureausscheidung nachzuweisen. Als alle Wiirzelchen 
dann in Goldlésung mit einem Gehalt von 0,045% Oxalsiure eingelegt 
wurden, schlug diese sofort in Blau um. Vielleicht war dies, besonders bei 
Roggen- und Haferpflinzchen mit nachweisbarer schwacher Séurebildung, 
die Wirkung der Siéure, wabrscheinlich war es aber der Einflu8 kleiner 
Proteidteilchen, die sich von den Wurzelhaaren ablésten, und deren Wir- 
kung spiter erklart werden soll‘). Jedenfalls fand in keiner Lésung gleich- 
maBige Speicherung statt. AuBer den Wiirzelchen wurden Teile aus der 
Spitzenregion der Sprosse in Goldhydrosol eingelegt. Nur in einem Falle sah 
ich in Au, (schwach alkalisch) eine ziemlich regelmaBige Speicherung an 
einer Schnittfliche um ein GeféiB herum, in einer Entfernung von 3/, cm 
von der Spitze. In einer Ausdehnung von 72 « waren von der Flache aus 
in die Scheide hinein die Tracheen deutlich gleichmaBig gefirbt. Nachdem 
die Wiirzelchen und die Scheiden durch Kochen abgetétet waren, wurde 
ebenfalls nie, weder in saurer noch in alkalischer Lésung, eine Farbung 
beobachtet. 

In einem HeuaufguB war eine kleine Art von Amédben (Amoeba 
limax?) gewachsen. Die Tiere wurden nach der von Kiikenthal?) an- 
gegebenen Methode von Beimengungen befreit und mit der Goldlésung 
zusammengebracht. Auch nach 24stiindiger Einwirkung war keinerlei 
Beeinflussung durch das Gold an ihnen wahrzunehmen. 

Die ebenfalls im Heuaufgu8 auftretenden Colpidien lagerten nie ein. 


1) Vgl. S. 50. 
*) Kiikenthal. Zool. Praktikum. Jena, 1905. 
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Anders verhielt sich eine kleine Art von Paramicien aus dem gleichen 
Substrat. Die Tiere sind 50—60. groB, sehr lebhaft beweglich, mit einer 
contractilen Vakuole. Sie werden aus dem Heudekokt direkt in die schwach 
alkalische ungeschiitzte Goldlésung tibertragen. Am 2. Tage danach waren 
immer noch einige Tiere mehr oder weniger lebhaft schwimmend aufzu- 
finden. Diese Tiere zeigen eine groBe Menge blauschwarzer Flecken von 
Gold, die im ganzen -Plasma liegen. Dieses selbst hat sich nicht gefirbt, 
und auf der Pellicula ist keine Verinderung bemerkbar. Die Goldanhiu- 
fungen liegen in dem Kérper der Tiere, das Gold muB also bei der Nahrungs- 
aufnahme in die Paramiicien hineingekommen sein. Nach Hertwig') geht 
diese so vor sich, daB am Grunde des Cytopharynx an einer nicht von der 
Pellicula iiberzogenen Stelle Wasser und Kérperplasma miteinander in 
Beriihrung kommen. Durch das Schlagen der Cilien wird Wasser und darin 
enthaltene Nahrung gegen das Plasma gedriickt; dieses gibt dem Druck 
nach, die entstehende Ausstiilpung schniirt sich ab, es ist eine Fliissigkeits- 
ansammlung, eine Nahrungsvakuole, entetanden. In dieser zeigt sich nach 
kurzer Zeit (Tab. VII) schwache, graurote Farbung, die nach und nach in- 
tensiv rot wird und sch.ieBlich in Blaurot tibergeht. Wahrend in normalem 
Zustande die Nahrungsvakuolen nie in besonders groBer Zahl im Kérper 
liegen, haufen sie sich nach der Goldaufnahme immer mehr an, die be- 
schriebene blauschwarze Farbe zeigend. — Um festzustellen, ob durch 
auBere Einfliisse die Anhiufung des Goldes in den Tieren geindert werden 
kénnte, wurden sie in verschieden starken Kochsalzlésungen mit Gold zu- 
sammengebracht. Coehn und Barrat*) lehrten nimlich, daB in verschieden 
konzentrierten Salzlésungen diese Tiere eine ungleiche elektrische Ladung 
tragen. Bei einer Kochsalzkonzentration der Umgebungsfliissigkeit von 
0,058% waren die von ihnen untersuchten Paramicien positiv, in einer 
Lésung von 0,58% Kochsalzgehalt waren sie negativ geladen. Die Méglich- 
keit einer solchen Umladung der Tiere beruht auf der Annahme, da die 
Zellhaut ungleiche Durchlissigkeit fiir positive und negative Ionen auf- 
weist, indem die negativen Ionen sie passieren, die positiven aber zuriick- 
gehalten werden. In die verdiinnte Kochsalzlésung (0,058%) diffundieren 
negative Ionen aus dem Tier hinein, dieses selbst bleibt positiv geladen 
zurtick; in konzentrierteren Lésungen diffundieren aus der Umgebung 
negative Ionen in das Tier hinein, das eine negative Ladung annimmt. 
Coehn und Barrat erkliren hiermit den Richtungswechsel im Galvano- 
tropismus der Paramacien. In meinem Fall war es anzunehmen, da8 das 
ungleich geladene Tier sich den stets negativ geladenen Goldteilchen gegen- 
itiber verschieden verhalten wiirde. Die von mir untersuchte Art vertrug 
einen Kochsalzgehalt von 0,1 n = 0,58% sehr schlecht (Tab. VI). Nach 
kurzer Zeit treten an den Tieren Bewegungsinderungen und seitliche Zu- 
sammenpressungen auf, das Plasma wird kérnelig, der Kern wird sichtbar. 
Nach 1*/, Stunden sind alle Tiere unbeweglich, bei einigen ist die Membran 
geplatzt und Plasma ausgetreten. Eine Goldanhaufung ist nicht bemerkbar 


1) Hertwig, Lebrb. d. Zoolg. Jena. 1905. 
2) Coehn u. Barrat, Zeitschr. f. allg. Physiol. 5, 1905. 
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Tabelle VI. 
Paramaecien. Tag der Beobachtung: 29. 10. 1919. Goldsol: Au,. 
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In der schwachen Kochsalzlésung von 0,05 n = 0,29%, die von den Tieren 
gut ertragen wird, zeigen sich die ersten Spuren der Metallaufnahme bei 
einigen Tieren nach 1*/, Stunden, also wesentlich spiiter als in Goldlésung 
ohne Zusatz oder mit noch schwicherem Kochsalzzusatz. Es wurde auBer- 
dem noch ein schwacher, nur in dieser Menge von dem Goldsol ertragener 
Zusatz von MgSO, (Tab. VII) gemacht, bei dem die Goldaufnahme nicht ver- 
zogert wird. Wesentlich hinausgeschoben wird sie jedoch durch einen Zu- 


satz von K,CO, in héherer Konzentration, und zwar um so linger, je kon- 
zentrierter die Lésung ist. Die Tiere zeigen auch in der starken Alkali- 
lésung keine UnregelmaBigkeiten in Gestalt und Bewegung. 

Es scheint also, als ob durch den Zusatz von Salzen in der ersten 
Zeit der Einwirkung wohl Verinderungen in bezug auf die Goldeinlagerung 
im Kérper der Tiere hervorgerufen wiirden, als ob diese aber die Fahigkeit 
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Tabelle VII. 
Paramaecien. Tag der Beobachtung: 1. 11. 19. Goldsol: Au,. 
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hatten, sich nach und nach an die Chemikalien anzupassen und dann wieder 
in normaler Weise zu reagieren. In diesem Zusammenhange michte ich 
auf die Untersuchung von Bankroft') hinweisen, aus der hervorgeht, da6 
in Lésungen mit Salzzusitzen, die zunichst. eine Umkehr der Schwimm- 
richtung hervorriefen, auch der Galvanotropismus nach und nach wieder 
kathodisch wird. 

Das Endstadium in Lésungen mit Salzzusaitzen war das gleiche wie 
in Lésungen ohne diese: die Tiere zeigen eine groBe Anhiufung von Va- 
kuolen, die alle eine blauviolette Fiarbung besitzen. 


Charakterisierung der Goldspeicherung. 


Im folgenden sei eine Charakterisierung der Goldspeicherung 
sowie der sie begleitenden morphologischen und physiologischen 
Einwirkungen, am Aspergillus-niger-Mycel in Vielzellkulturen und 
ungeschiitzten, aber mit Niahrstoffen angereicherten Lésungen 
von Au, oder Aug gegeben. Bei Penicillium und den anderen 
speichernden Organismen spielen sich diese Vorgiinge genau so 
ab, es geniigt daher, die Verhiltnisse am Aspergillusmycel zu 
beschreiben und nur etwaige fiir andere Spezies in Betracht 
konmenden Abweichungen zu erwahnen. 

Einen Tag nach der Impfung liegt ein Teil der Aspergillussporen ge- 
quollen, aber in der Farbe unverindert, in der Lésung, ein anderer Teil 
hat sich bei giinstigen Temperaturbedingungen (Optimaltemperatur 36°) 
schon schwach gefirbt. Am 2. Tag erscheint ein groBer Teil der Sporen 
dunkelrot von eingelagertem Golde. Eine groBe Zahl der Sporen ist gekeimt. 
Der ganz junge Keimschlauch ist ungefairbt. Ist an ihm schon eine Ver- 
firbung bemerkbar, so ist sie von graurétlicher, spiter rosa Ténung, heller 
als die Spore. Erst wenn ein gewisses Alter erreicht ist, wird die Farbung 
intensiver und dringt weiter im Mycelfaden vor. Die Einlagerung geht 
also von der Spore aus und setzt sich bis in das Hyphenende fort, derart, 
daB dieses zuerst immer am schwichsten gefirbt ist. Zunichst tingiert 
sich die Haupthyphe, erst nach und nach geht die Einlagerung auch in 
die Seitenzweige iiber. Hierbei hért die Farbung oft an einer Querwand 
unvermittelt auf, so daB dann das obere Ende der Hyphe gianzlich ungefirbt 
erscheint. Es kommt jedoch auch eine sanftere Abténung der Hyphe vor. 
Die in gewdhnlichen Niahrsubstraten bekanntlich vollstaindig farblosen 
Mycelfiiden nehmen also aus den in der diinnen Schicht unter dem Mikro- 
skop absolut durchsichtigen, wasserhellen Goldsolen alle verfiigbaren Gold- 
teilchen auf, so daB sie allmiahlich tief dunkelrot werden und dieselbe Farbe 
annehmen, die die Goldlésung in dicker Schicht zeigt. Verdichtet sich das 
Gold auf oder in den Hyphen noch mehr, so nehmen diese schlieBlich einen 
tief blauroten bis schwirzlichen Farbton an. Diese Farbeninderung erklart 


1) Bankroft, Arch. f. Physiol. 10%. 1905. 
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sich aus dem verschiedenen Abstande der Goldteilchen. Je naher die Teilchen 
aneinander liegen, desto dunkler ist die Farbe. 

Mit der Einlagerung tritt eine wesentliche Verdickung des ,,infizierten‘* 
Materials ein. Sporen von 12—15 4 Durchmesser und Hyphen von einer 
Breite von 10 am Sporenaustritt sind keine Seltenheit, waihrend die 
gequollene, aber nicht infizierte Spore einen Durchmesser von 10 1 selten 
iiberschreitet, und das nicht infizierte Mycel eine Breite von 4—8 u besitzt. 
Diese Verbreiterung 1a8t sich oft an Seitenzweigen sehr schén beobachten, 
wo sie genau so weit geht, wie die Farbung des Mycels. 

Eine Verainderung der Membrankontur oder Verinderungen in der 
Umgebung der Membran sind unter normalen Bedingungen nicht fest- 
zustellen. Die gefiirbte Zone schlieBt genau mit der Membranbegrenzung 
ab. Die Speicherung geht-oft bis zur scheinbaren Erschépfung des Gold- 
vorrats; wird neve Lésung hinzugefiigt, so vertieft sich die Farbe der in- 
fizierten Hyphen, oder es nehmen die noch nicht infizierten die Goldteilchen 
auf. Am Ende des Speicherungsvorganges ist kein Unterschied im Farbton 
zwischen Sporen und Hyphenspitzen zu erkennen. Die Hyphen erscheinen 
ganz gleichmaBig rot bzw. blaurot, nirgends sind UnregelmaBigkeiten, 
Koagulationshaufchen, nicht infizierte Stellen oder dergleichen wahrzu- 
nehmen. Die Lésungen Au, und Au,, koagulierten nie, auch nicht, nachdem 
die Pilze lange Zeit in ihnen gewachsen waren. 

Betont soll noch einmal werden, da8 die Sporen sich stets, und zuerst 
vor den Hyphen farbten, allerdings mit der Einschrankung, daB nur die 
keimenden Sporen die Goldteilchen aufnahmen, nie die, welche ungekeimt 
in der Fliissigkeit lagen. Williams erwahnt namlich in der schon genannten 
Arbeit, daB die Sporen nicht aufnehmen, und fiihrt das auf die Cuticulari- 
sierung der Sporenmembran zuriick. Es ist dies darin begriindet, daB die 
Speicherung immer erst dann eintritt, wenn gewisse noch ausfiihrlich zu 
besprechende AuBerungen des Lebens im Organismus eingesetzt haben. 

Um den Unterschied in der Speicherung zwischen lebenden und toten 
Hyphen festzustellen, wurde gut einlagerndes Aspergillusmycel, das in 
goldfreier Lisung gezogen war, auf verschiedene Weise abgetétet. Aus 
Tabelle VIII ist zu ersehen, welche Reagenzien hierzu verwendet wurden und 


Tabelle VIII. 
Abgetétetes Mycel von Aspergillus niger. 
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wie lange sie einwirkten. Nach dem Abtéten wird das Mycel in Goldlésung 
eingelegt. Das Auswaschen in Wasser war nétig, weil sonst am Mycel 
haftengebliebene Siurereste das Gold zum Ausfallen brachten und dann 
keine Einlagerung mehr eintreten konnte. Nach 1/, Stunde andauerndem 
Auswaschen koagulierte die Goldlésung nach Einlegen des Mycels nie mehr. 
In der schwach sauren und schwach alkalischen ungeschiitzten Goldlésung 
ist das Resultat das gleiche: in einigen Hyphen ist eine schwache, grau- 
rétliche Firbung wahrzunehmen, die sich nicht vertieft. Eine gleichmiBige, 
nach und nach sich vertiefende Fairbung wurde nie beobachtet. Hierin 
stimme ich mit Williams iiberein, die ausdriicklich bemerkt, daB die 
Speicherung im toten Material weniger reichlich und gleichmaBig sei. 

Die Goldspeicherung verliuft bei Au, in der beschriebenen Weise. 
Das war vorauszusehen, denn die Lésungen stehen einander in der Teilchen- 
gréBe nahe und stimmen in der Konzentration genau iiberein. Aug ist jedoch 
sehr instabil. Am 3. Tage sind Sporen und Mycelschliuche gefiirbt. Die 
Lésung in der Umgebung der Hyphen ist intakt. Am 4. Tage jedoch liegen 
um die Hyphen herum, oft im Umkreise von mehreren kleine schwarze * 
Agglomerate von koaguliertem Gold. Die Infizierung der Hyphen geht 
dann nicht weiter. 

Weniger leicht erfolgt die Einlagerung des Metalls in dem grob dis- 
persen Sol Au,;. In den Einzellkulturen gelang sie nie, in den Vielzell- 
kulturen nicht immer. Auffillig war die geringe Verdickung der in dieser 
Lésung gefiirbten Hyphen. Am 3. Tag war die Fixierung des Goldes deut- 
lich bemerkbar, in der Lésung war keine Koagulation festzustellen. Am 
4. Tage war auch hier, wie in dem auf die gleiche Weise hergestellten Aug, 
das Gold ausgefillt, die Speicherung ging dann nicht weiter. 

Hervorgehoben mu8 besonders fiir Penicillium noch die Tatsache 
werden, da8 in parallelen Einzellkulturen unter sonst gleichen Bedingungen, 
von denen der eine Teil aber das Metall in dem Nahrsubstrat nicht enthielt, 
niemals die Fruktifikation gleichzeitig auftrat. Wihrend in den Einzell- 
kulturen mit sterilem Wasser und Wiirze im Verhiltnis 20:1 die Frukti- 
fikation am 5, Tage nach der Impfung fast sicher, meistens schon friiher, ein- 
getreten war, hatten die Einzellkulturen in Goldlésung und Wiirze im Ver- 
hialtnis 20: 1 zu der Zeit nie fruktifiziert. Viele Kulturen kamen tiberhaupt 
nicht zur Conidienabschniirung, wenn sie aber eintrat, so geschah es erst 
mehrere Tage spiiter als in den Parallelkulturen ohne Gold. Die Form und 
GréBe der Sporen ist dann normal. Dieselbe Verzégerung der Sporenent- 
wicklung wurde auch in Vielzellkulturen beobachtet. Dasselbe gilt fiir 
Aspergillus niger. 

Der in den Goldlésungen spontan auftretende Pilz diirfte stets ein 
Penicillium sein. Ich isolierte im Laufe der Untersuchungen eine groBe 
Zahl von Individuen aus verschiedenen Hydrosolen, es waren stets Peni- 
cilliumarten. 


Nach den eben gemachten Ausfiihrungen liegt die Frage nahe, 
welche Teile des Hyphe infiziert werden, mit anderen Worten, 
wo die Einlagerung stattfindet. Von vorneherein war es nicht 
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sehr wahrscheinlich, daB die Goldteilchén die Plasmahaut durch- 
dringen, und sich im Plasma einlagern kénnten. Ist zwar die 
ilteste?), so oft verworfene*) Permeabilititshypothese von 
Traube, nach der die Méglichkeit des Durchtritts durch die 
Plasmahaut abhangen sollte von ihren intermycellaren Zwischen- 
raumen und den MolekilgréBen der eindringenden Substanzen, 
in neuerer Zeit zu neuem Leben erweckt*), so erklirt sie doch 
bei weitem nicht die zahlreichen Permeabilititsunterschiede bei 
den Zellen. Dieser Forderung werden die Vertreter der von 
Overton begriindeten und nach ihm von verschiedenen For- 
schern erweiterten Lipoidtheorie, die in der Plasmahaut ein 
Mosaik von lipoidléslichem und protoplasmatischem, eiweiBb- 
reichem Material sehen, durch das nur die Stoffe eindringen, die 
sich in dieser Plasmahaut lésen, weit mehr gerecht. Danach war 
es unméglich, daB Metallteilchen, und seien sie auch noch so 
klein, durch die Plasmahaut in die Zelle selbst eindringen kénnen. 
Dennoch wurden verschiedene Untersuchungen angestellt, um 
Klarheit tiber diesen Punkt zu bekommen. 

Zunichst versuchte ich, die Hyphen zu plasmolysieren. 
Gelang es, Plasmolyse hervorzurufen, so konnte aus der Firbung 
des zusammengeballten Plasmas, die durch die Membran hin- 
durch erkenntlich war, auf seine Goldaufnahme geschlossen wer- 
den. Mit konzentrierter Kochsalzlésung gelang die Plasmolyse 
bei jungen Hyphen und Sporen gut, bei alten nur an der Spitze 
und unvollkommen. Das Plasma zeigte sich als gar nicht gefarbt. 
Sein Farbton ist heller als der der Membran. 

Auf dem gleichen Prinzip, nimlich auf dem Hervortreten 
eines verschiedenen Farbtons des zusammengeballten Plasmas 
und der entleerten Membran, beruhte eine Reihe von Versuchen 
mit Plasmaverdauung. Hierzu wurde Pepsinglycerin in saurer 
Lésung den Hyphen zugesetzt. Hierdurch wurde zunichst 
Plasmolyse hervorgerufen. Das Glycerin dringt, als wenig lipoid- 
léslicher Stoff nur langsam durch die Plasmahaut ins Innere der 
Zelle ein. Nach etwa einer Stunde aber war die Plasmolyse ver- 
schwunden, und die Plasmaverdauung setzte ein. Bald waren 


1) Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 1904. — Arch. f. d. ges. Physiol. 
1913, 8. 153. 

*) Tammann, Zeitschr. f. physikal. Chemie 1892. 

%) Bechold, Zeitschr. f. physikal. Chemie 66. 1907. 
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in der Hyphe kleine, einzeln liegende Plasmakliimpchen zu er- 
kennen. Sie schimmerten hell durch die Membran hindurch. 

Das gleiche gilt von einem Versuch mit Gelatine lésendem 
Bakterienferment, das allerdings viel langsamer wirkte. 

Bei den durch Chloralhydrat hervorgerufenen (100 g Chloral- 
hydrat, 400 g H,O) Quellungserscheinungen des Plasmas sah man 
dieses ebenfalls hell durch die Membran hindurchschimmern. 

Hiernach war es als sicher anzusehen, daB die Goldteilchen 
nur in die Membran, nicht aber in das Plasma eindringen, und 
als ich dieses durch die Arbeit von Willia ms, die mir erst spiter 
bekannt wurde, bestatigt fand, in der die Verfasserin mitteilt, 
da sie an Paraffinschnitten durch das Mycel keine Einlagerung 
im Plasma, sondern nur gleichmaéBige Farbung der Membran 
wahrnehmen konnte, unterlieB ich weitere auf diese Frage be- 
ziiglichen Untersuchungen. Es ist aber die Membran in ihrer 
ganzen Breite und nicht nur auf ihrer Oberfliche von Gold durch- 
setzt. 

Hiermit fallt auch der vielleicht naheliegende Gedanke, 
daB die Goldteilchen auf der Oberfliche der Membran durch 
deren Unebenheiten einfach mechanisch ,,festgehalten“ sein kénn- 
ten. Auch eine Anreicherung von Teilchen ware dann einigermaBen 
zu erkliren aus den diesen innewohnenden Kohisionskriften, 
die bei den durch das Festhalten einiger Teilchen geschaffenen 
ungleichen Abstiinden des dispergierten Goldes gréBer sein wiir- 
den als die durch die elektrische Ladung herbeigefiihrten Krafte 
der AbstoBung. So kime es dann auf den Membranen zu einer Art 
Flockenbildung, einer Auflagerung, die sich aber durch mecha- 
nische Hilfsmittel, z. B. Waschungen, Ausflocken des Goldes usw. 
leicht beseitigen lassen miiBte. Das ist nicht der Fall. Wieder- 
holte Waschungen mit Aq. dest., tagelanges Liegen in Wasser 
oder verdiinntem Alkohol, Behandlung mit Xylol oder Ather 
vermag die Firbung der Hyphen nicht zu beseitigen, nicht einmal 
zu schwichen. Auch die Versuche, das Gold auf den Hyphen 
zum Koagulieren zu. bringen, miBlangen. Beim Zusatz von 
Elektrolyten sieht man unter dem Mikroskop bald kleine dunkle 
Koagulationshiufchen an den unbewachsenen Stellen des Pripa- 
rates erscheinen, die infizierten Membranen jedoch bleiben un- 
verindert. Die einzige Verainderung nach lingerer Einwirkung 
der Elektrolyte liegt in einem Farbumschlag von Rot in Rotviolett 





Der Einflu$ kolloidaler Meta}lésungen auf niedere Organismen. ?7 


auf den infizierten Hyphen. Auch mit organischen Reagenzien 
versuchte ich es, auf die Membran einzuwirken. Es ist bekannt, 
da8 einige Anilinfarbstoffe, z. B. Fuchsin und Methylenblau das 
Gold aus seinen kolloidalen Lésungen oft fast quantitativ aus- 
fallen. Ich legte daher die infizierten Hyphen in eine Liésung 
dieser Stoffe. Auch mit den starksten VergréBerungen konnte 
keine Koagulation des Goldes auf dem Mycel wahrgenommen 
werden, vielmehr war das Gold gleichmaBig haftengeblieben. 
Beide Farbstoffe hatten gar nicht eingewirkt. 

Es konnte also kein Zweifel dariiber bestehen, daB das Gold 
fest mit der Membran verbunden war. Nun handelte es sich 
darum, festzustellen, ob es vielleicht mit den Membransubstanzen 
eine wirkliche Verbindung im chemischen Sinne eingegangen war, 
oder ob es seine Natur als elementares Gold behalten hatte. Im 
ersten Falle durfte es die Reaktionen, die typisch sind fir kolloidal 
geléstes Gold nicht mehr eingehen. Zwei der wenigen, rein che- 
mischen Reaktionen des kolloidalen Metalls sind die Auflésung 
des Goldes in Chlorwasser und seine Auslaugung in Cyankali. 
Bei der letzten Reaktion tritt erst Blaufirbung und dann Auf- 
hellung der Flissigkeit, die die Goldteilchen enthilt, ein. Ich 
brachte also stark infizierte Hyphen von Aspergillus niger in 
Chlorwasser von 0,25% Chlorgehalt. Schon nach ganz kurzer 
Zeit trat Entfairbung des Mycels ein. Nach etwa 10 Minuten war 
die ganze Flocke entfirbt, ohne irgendwie deformiert zu sein. 
Erwarmte ich gelinde, so ging die Entfarbung noch ychneller. 
Nicht ganz so schnell wirkte 5 proz. Cyankalilésung. Warde sie 
kalt zugesetzt, so waren nach 2—3 Stunden alle einzeln liegenden 
Hyphen entfairbt. Wird jedoch das Mycel ohne Deckglas gelinde 
erwarmt, so geht auch hier die Entfarbung viel schnelter; schon 
nach 5 Minuten ist die rote Farbe verschwunden. Wird die Cyan- 
kalilésung hei8 zugesetzt, so wirkt sie ebenfalls bedeutend schneller 
als die kalte. Aus diesen Versuchen geht hervor, daB der ele- 
mentare Zustand des Goldes bei der Speicherung erhalten ge- 
blieben ist. 

Die bisherigen Versuche waren alle mit den Lésungen vor- 
genommen, in denen das Gold in einer Konzentration von 0,003% 
enthalten war. Um festzustellen, ob die Konzentration der Gold- 
lésung einen Einflu8 auf die Speicherung ausiibt, -wurde eine 
abgemessene Menge von Au, bis auf die Halfte auf dem Wasser- 
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bad eingekocht und dann im Dialysator soweit konzentriert, bis 
die Restfliissigkeit auf den dritten Teil des Ausgangsvolums 
vermindert war. Die Lésung stellte nun eine tief dunkelrote, 
aber im auf- und durchfallenden Lichte durchaus klare, unter 
dem Mikroskop in diinner Schicht farblose und homogene Fiiissig- 
keit dar. Als Vergleichsflissigkeit wurde auBer der gewéhnlich 
verwendeten Goldlésung mit bekanntem Metallgehalt eine ver- 
dinnte benutzt, zu der auf drei Teile Goldhydrosol ein Teil 
steriles Aq. dest. hinzugefiigt war. Wird die 0,003 proz. Gold- 
lésung auf das Doppelte mit Wasser verdiinnt, so findet auch 
nach langer Einwirkung auf gut speichernde Hyphen keine unter 
dem Mikroskop bei gewéhnlicher Beleuchtung erkennbare_ Fixie- 
rung der Metallteilchen statt. Da noch nicht entschieden war, 
ob die Temperatur irgendeinen Einflu8 auf dem Ablauf der frag- 
lichen Reaktion hatte, so wurde bei diesen Versuchen darauf 
geachtet, daB sie bei merklichen Temperaturunterschieden, die 
wahrend der ganzen Versuchszeit konstant gehalten wurden, 
durchgefiihrt wurden. Die Untersuchungen selbst wurden an 
jungen Aspergillus- niger- oder Penicillium- A-Mycel angestellt, 
das in irgendeinem fliissigen Substrat angewachsen war, und das 
in einem Reagensglase in die Goldlésungen eingelegt wurde. Das 
Mycel soll in jungem, kraftig wachsendem Zustande sein und darf 
noch nicht die festen unentwirrbaren Verschlingungen einer aus- 
gewachsenen Pilzdecke zeigen; es miissen méglichst viele einzeln 
liegende Hyphen erkennbar sein. 

Ich gebe im folgenden einen Auszug aus dem Protokoll 
einer Beobachtung an Penicillium- A-Mycel in der. konzentrierten 
Goldlésung wieder. Fiir jede Beobachtung wurde etwas Mycel 
unter dag Mikroskop gebracht, das direkt aus der konzentrierten 
Lésung stammte: 

Tag der Beobachtumg: 21. XI. 19. Temperatur: 35°C. 

Reaktion der Goldlésung: schwach alkalisch. 

Reaktion des Nahrsubstrats der Pilze: deutlich sauer. 

Name der Spezies: Penicillium A. 

Zeit der Beobachtung: 

12" 15’: Einlegen des Mycels in die konz. Lésung. 

12" 30’: Makroskopisch: das Mycel hat schon einen schwach rosa 
Farbton. Mikroskopisch: (VergréBerung etwa 600) wo die Hyphen dicht 
neben- und iibereinanderliegen, zeigt sich ein rosa Schimmer, einzeln liegende 
Hyphen sind nicht gefirbt. 
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12 45’: Makroskopisch: der rosa Farbton der Hyphen hat sich ver- 
tieft. Mikroskopisch: die einzeln liegenden Hyphen haben einen grauroten 
Farbton angenommen. 

14; Makroskopisch ebenso wie mikroskopisch: einzeln liegende Hyphen 
deutlich rosa gefirbt. 

4» 30’: Makroskopisch: hochrote Farbe des Mycels. Mikroskopisch: 
das Mycel hat stark eingelagert. Die Membran ist gleichmaBig dunkelrot 
und hebt sich bei mittlerer Tubuseinstellung als dunkle Begrenzung von 
dem helleren mittleren Teil der Hyphe ab. In der Aufsicht sieht man eine 
gleichmaBig dunkelrote Fixierung und aufSerdem kleine rote Agglomerate 
von Gold, die auch in diinner Schicht um die Hyphe herum liegen. Die 
Hyphen sind stark verdickt. Die Lésung selbst ist deutlich heller rot als 
zu Beginn des Versuches, jedoch bei weitem nicht entfirbt. 

Die erwaihnte Zone von Goldanhiufungen um die Hyphen 
herum sah ich nur in der konzentrierten, nie in einer Lésung 
mit geringerer Konzentration. 

Mit dieser konzentrierten Goldlésung wurden eine Reihe 
von Beobachtungen angestellt an Pilzen, die sich durch Kulti- 
vieren in den gewéhnlichen Hydrosolen als nicht speichernd 
gekennzeichnet hatten. Hierzu gehérte auch Oidium lactis. Nach 
24 stiindiger Einwirkung der konzentrierten Lésung hat das Mycel 
noch nicht eingelagert, auch bei langerem Verweilen in der Gold- 
lésung farbt es sich nicht. Auch bei der Bierhefe, die in gew6hn- 
licher, schwach alkalischer Goldlésung nicht speichert, zeigte es 
sich, daB diese negative Eigenschaft nicht beeinflu8t wird durch 
die Konzentration des Hydrosols, sie lagert auch in konzentrierter 
Lésung nie ein. Von einer mehr oder weniger groBen Konzen- 
tration der Metallteilchen im Dispersionsmittel kann also die 
Reaktion der Speicherung der ,,dispersen“ Phase in keinem 
Falle abhiangen. : 

Die Ergebnisse, die durch vergleichende Untersuchungen 
von Pilzmycel in Lésungen von verschiedener Konzentration bei 
verschiedenen Temperaturen gewonnen wurden, sind in Tabelle IX 
zusammengestellt. Aus ihr ist ersichtlich, daS der Beginn der 
Speicherung durch den entsprechenden Farbton der Hyphe um 
so schneller festzustellen ist, je gréBer die Anzahl der Goldteilchen 
im Dispersionsmittel ist. Aus ihr geht weiter hervor, daB die 
Temperatur innerhalb der angegebenen Differenzen bei der 
Infizierung durch die konzentrierte Lisung von keinem EinfluB 
ist, denn die Einlagerung zeigte bei verschiedenen Temperaturen 
nach der gleichen Zeit keinen Unterschied in der Intensitit, der 
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Tabelle IX. 


Einflu8 der Konzentration und Temperatur auf die Gold- 
speicherung. 





& | Beginn 
| des tration der der Spei- @ | der Spei- 
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sich in dem mehr oder weniger dunklen Farbton der infizierten 
Hyphe deutlich ausspricht. Wohl aber ist bei niedriger Tempe- 
ratur eine Verzégerung im Beginn der bemerkbaren Farbung 
des Mycels wahrzunehmen, wenn die Lésung weniger konzen- 
triert ist. 

Wenn wir die eben besprochenen Untersuchungen iber- 
blicken, so kénnen wir die Ergebnisse kurz folgendermafen 
zusammenfassen: Die Goldspeicherung hat fiir die betreffenden 
Pilze auBer einer Verzégerung des Fruktifikationseintrittes und 
der im vorigen Kapitel besprochenen geringen Zuriickhaltung 
im Langenwachstum der Hyphen keine schiadlichen Folgen; 
sie ist ein Vorgang, der wihrend des Lebens der Hyphen eintritt 
und am lebenden Material weitaus regelmaBiger .und intensiver 
verliuft als am toten, Von der Speicherung wird nur die Membran 
betroffen, die aber keine chemische Verbindung mit dem Gold 
eingeht. Das Metall bleibt in elementarem Zustande erhalten. 
Die Unterschiede der Konzentration und der Temperatur sind 
nur von gradueller, nicht von wesentlicher Bedeutung fir die 


Einlagerung. 
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Um die Ursache der Goldspeicherung aufzufinden und zu 
erklaren, zeigte es sich als weiterfiihrend, die betreffenden Pilze 
zunichst in einer bestimmten Nahrlésung auszusiien, deren 
Zusammensetzung bekannt war, und deren Reaktion kontrolliert 
und auf Umsetzungen, die durch das Wachstum des Pilzes ver- 
ursacht wurden, zuriickgefiihrt werden konnte, und sie dann, 
nachdem die Hyphen gut entwickelt waren, aber ehe sich eine 
feste Decke gebildet hatte, in die Goldlésung zu iibertragen. 

In geschiitzten Lésungen fand auch bei auf diese Weise 
eingelegtem Mycel bei geniigend groBem Zusatz von Schutz- 
kolloiden nie Metalleinlagerung statt. Als Schutzmittel ver- 
wendete ich, wie erwihnt, in den besprochenen Kulturen stets 
Gelatine. Der Zusatz von 0,05% erwies sich als nicht vollkommen 
schiitzend, wenn ich kriftig entwickeltes Pilzmycel aus einer 
Nahrlésung mit saurer Reaktion in ein so geschiitztes Goldhydro- 
sol iitbertrug. Das Mycel war nach etwa 48 Stunden schwach 
graurétlich gefirbt. Es wurde daher 0,16% Gelatine hinzugesetzt. 
Jetzt zeigte sonst ausgezeichnet einlagerndes Mycel aus den 
verschiedensten sauren Nahrsubstraten und von den verschieden- 
sten Pilzen auch nach vier Tagen keinerlei Beeinflussung, Da 
dieses Ausbleiben der Reaktion nicht jedesmal von neuem an- 
gefiihrt werden soll, beziehen sich alle Angaben in den Tabellen 
dieses Kapitels, auch wenn das nicht besonders angegeben ist, 
auf ungeschiitzte Lésungen Die Notwendigkeit eines verhiltnis- 
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maBig so groBen Zusatzes von Gelatine erklart sich daraus, daS 
der Pilz das Albuminoid angreift und zum Aufbau seines Kérpers 
verwendet, so da8 immer mehr oder weniger groBe Mengen von 
Teilchen ihres Schutzes beraubt werden. 

Um festzusteHen, ob das Ausbleiben der Speicherung von 
der Art des Schutzkolloids abhaingig sei, wurde in besonderen 
Kulturen ein anderes organisches Kolloid, nimlich ein kaufliches 
(wahrscheinlioh mit Séure hergestelites) Dextrin, als Schutamittel 
zur Goldlésung hinzugesetzt. Hierzu muB8 bemerkt werden, daB 
Gelatine an sich ein ausgezeichnetes, Dextrin ein ziemlich schlech- 
tes Schutzmittel ist, es war daher zu erwarten, daB zu dem gleichen 
Grad des Schutzes eine gréBere Menge von Dextrin als von Gela- 
tine nétig sein wiirde. Nach Hinzufiigen von 0,05% Dextrin 
lagerten auch Penicillium und Aspergillus in Ein- und Vielzell- 
kulturen ein, ebenso fand Speicherung statt, wenn aus goldfreien 
Nahrlésungen Mycel tibertragen wurde. Es wurde dann 2% 
Dextrin hinzugefiigt. Ein stairkerer Zusatz des Kolloids zur 
Goldlésung war nicht méglich, da die Viscositat zu sehr beeinfluBt 
wurde. In den Vielzellkulturen von Aspergillus war am 3. Tag 
noch keine Einlagerung erfolgt, am 4. Tag jedoch zeigten die 
Hyphen schwach rosa Farbung. Penicillium zeigte sich am 
4. Tag ebenfalls schwach graurot gefiirbt. So schien es erwiesen, 
da8 die Schutzwirkung von dem Grade des Schutzes und nicht 
von der Natur des Schutzkolloids abhingig sei. Um dies indes 
noch einmal zu prifen, wurde nur soviel Gelatine der Gold- 
lésung hinzugesetzt, daB der Schutz der von Zsigmondy an- 
gegebenen Goldzahl entsprach*). Penicillium und Aspergillus 
lagerten beide schon am 2. Tage ein. 

Es ergibt sich: Die Schutzwirkung organischer Kolloide in 
bezug auf die Speicherung des Metalls durch Pilzhyphen ist von 
der Art des Schutzkolloids nicht abhingig. Wesentlich ist nur 
die Menge des zugesetzten Kolloids, also der Grad des Schutzes. 

Bei vollstindigem Schutz findet keine Metallspeicherung 
statt. Trotz des Verbrauchs der eingelegten Organismen an 
organischem Kolloid werden die Metallteilchen nicht ihres 
Schutzes beraubt. Bei schwicherem Schutz werden die Schutz- 


1) Die Goldzahl bezeichnet die Menge von Schutzkolloid in mg, die 
ein bestimmtes Volum Goldlésung gegen die Einwirkung einer abgemessenen 
Menge von Kochsalzlisung zu schtitzen vermag. 
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stoffe ebenfalls angegriffen, und nach bestimmter Zeit werden 
einige Metallteilchen schutzkolloidfrei: diese werden dann ge- 
speichert. Die Speicherung ist in bestimmter Zeit um so inten- 
siver, je geringere Mengen von Schutzkolloiden im lyophoben 
Kolloid enthalten sind. Ist gar kein Schutzkolloid vorhanden, 
(ungeschtitzte Goldhydrosole), so findet bei Organismen, die diese 
Reaktion tiberhaupt zeigen, Fixierung der Metallteilchen statt, 
die nach einiger Zeit durch Auftreten der entsprechenden Far- 
bungen sichtbar wird. 


Es braucht nach dem Vorigen kaum darauf hingewiesen zu werden, 
daB die auf S. 18 erwahnten schwach roten (durch das Gold hervorgerufenen) 
bzw. schwach gelben (durch Silber verursachten) Farbungen an dicht 
liegenden Mycelstellen bei Kulturen aus geschiitzten Lésungen zuriick- 
zufiihren sind auf ungeniigenden Schutz der Metallteilchen. Die unver- 
diinnten Silberlésungen enthalten sehr viel Schutzkolloid. In sie tiber- 
tragene Hyphen speichern daher die Silberteilchen nicht. Wird die Lésung 
verdiinnt, so wird damit ihr Schutz geringer. .Wenn z. B. das Elektro- 
kollargol so weit verdiinnt ist, daB sein Metagehalt gleich dem des Goldes 
ist, so betrigt sein Gehalt an Schutzstoffen 0,05%. Dieser wird hervor- 
gerufen durch EiweiBstoffe, die etwa die gleiche Schutzkraft besitzen wie 
die Gelatine. Diese Menge geniigt aber nicht, wie eben am Gold, dem ich 
den gleichen Grad des Schutzes durch Gelatine erteilte, gezeigt wurde, um 
Speicherung dauernd zu verhindern. Auf den in die verdiinnte Silberlésung 
tibertragenen Mycelien erscheinen gelbe Firbungen, die sich nach und nach 
vertiefen, bis sie einen schén braunen Ton zeigen. Der Vorgang ist dem 
in der Goldlésung vollstindig an die Seite zu stellen. Wird den verdiinnten 
Silberlésungen vor Einlegen des Mycels ein Schutzkolloid hinzugefiigt, so 
bleibt die Farbung der Hyphen aus. Genau so verhilt sich die kolloidale 
Kupferlésung. Kriftig wachsende Mycelfaden, die in sie tibertragen werden 
oder in ihr gewachsen sind, nehmen, wenn sie geniigend verdiinnt ist, eine 
braune Farbe an. 

Zum Anwachsen der Pilze wurde als Nahrsubstrat hiufig die beschrie- 
bene Ammonnitratlésung benutzt. Sie erwies sich als besonders giinstig, 
weil in ihr viele Spezies gediehen. (Aspergillus- und Penicilliumarten, 
Citromyces, Botrytis, Monilia, Dematium, Oidium lactis, Fusarium.) 

Viele Pilze machen ihre Nabrlésung deutlich sauer. Der Grad dieser 
Séuerung ist fiir Penicilliumarten so charakteristisch, da8 er von Wéltje*) 
als physiologisches Unterscheidungsmerkmal angegeben wurde. Die Saure 
stammt entweder von dem unverbrauchten Reste einer Substanz der 
Nahrlésung [z. B. (NH,),80,] oder entsteht als Umsetzungsprodukt aus 
der Kohlenstoffquelle (Zucker). Eine fiir die Pilze unschidliche Saure, 
namlich Oxalsiure, wird, wie Weh mer®*) zuerst festatellte, in der Ammon- 


1) Waltje L c. 
2) Wehmer, Ber. d. dtsch. bot. Ges. 9, 163. 1891. 
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nitratlésung von Aspergillus- und Penicilliumarten in reichlichem MaBe 
gebildet, und zwar um so mehr, je niedriger die Temperatur bei der Ent- 
wicklung der Kulturen gehalten wird. 

Die durch Verbrauch von Stickstoff aus der NH,-Gruppe frei werdende 
Salpetersiure wird von den Organismen sogleich weiter zerlegt. 

Aber nicht nur Aspergillus niger und glaucus, sowie simtliche be- 
nutzten Penicilliumarten vergréBerten in charakteristischer Weise den 
auch in unbeimpftem Zustande vorhandenen, von dem KH,POQ, herriihren- 
den schwachen Siuregrad der Ammonnitratlésung, auch die Kulturen von 
Citromyces gl. und Botrytis vulg. verursachten das gleiche Resultat. Da- 
gegen ist nach einigen Tagen nach Kultur von Mucor, Monilia und Fusarium 
der Siiuregrad der Lésung ein geringerer als er es am Impftage war, und 
Oidium lactis macht das Substrat sogar in verhiltnismaBig kurzer Zeit 
alkalisch. Die genauen Zahlenverhiltnisse sind aus der Tab. X zu ersehen. 
Die Kulturen wurden in kleinen Erlenmeyerkolben angelegt, Volum der 
Nihrflissigkeit: 12 com. Von diesem Volum wurden 4 Tage nach Impfung 
des Pilzes 5 ccm mit steriler Pipette entnommen. Ebenso wurde aus diesem 
Nihrsubstrat etwas Pilzmycel in ungeschiitzte Goldlésung iibertragén und 
in ihr 18—20 Stunden beiginer Temperatur von 18—20° C gelassen. Nach 
Verlauf von weiteren 2 Tagen’ wurden wieder 5 com Lésung auf ihren Saure- 
gehalt gepriift und ein zweites Mal Mycel der Einwirkung der Goldlésung 
ausgesetzt. Um bei der Goldspeicherung ein zuverlissiges Resultat zu er- 
halten, darf das Mycel sich noch nicht zu einer Decke zusammengeschlossen 
haben, es miissen einzeln liegende Fiiden vorhanden sein. Ich bin mir be- 
wuBt, daB die in Tab. X angegebenen Zahlen keinen Anspruch darauf er- 
heben kénnen, die Séiureproduktion resp. den Saéureverbrauch der Pilze in 
der angegebenen Zeit genau wiederzugeben, da ja durch die erste Entnahme 
die Menge des Niahrsubstrats verringert wurde, die des Pilzmycels aber 
— wenn man ven der geringen Entnahme fiir die Goldspeicherung absieht — 
gleich blieb. Aber hierauf kam es fiir die vorliegenden Untersuchungen nicht 
an. Es handelte sich darum, ob es miglich wire, einen Parallelismus 
zwischen der Goldspeicherung und dem Sauregrad des Mediums, in dem der 
Pilz gewachsen war, und aus dem auf die Reaktion des Pilzmycels selber 
geschlossen werden konnte, festzustellen. Diese Wechselwirkung zwischen 
Reaktion des Substrats und Goldspeicherung geht aus Tab. Xin klarster 
Weise hervor. Ist keine Saiurebildung eingetreten, oder ist das Substrat 
sogar alkalisch geworden, so kommt keine Goldeinlagerung zustande, hatte 
eine kraftige Siureentwicklung stattgefunden, so war die Metallspeicherung 
ebenfalls eine gute; bei maBiger Siurebildung war auch die Farbung des 
Mycels entsprechend geringer in der gleichen Zeitspanne. Ich versuchte, 
auch den Grad der Speicherung in der Tabelle zum Ausdruck zu bringen. 
In der Farbe des Mycels besitzen wir ein Mittel, um diesen zu erkennen. 
Am Beginn der Einlagerung ist das Mycel graurétlich gefirbt, geht die 
Speicherung weiter, so wird die Hyphe rosa und nimmt dann eine schén 
tiefrote Farbung an, die schlieBlich in eine blaurote bis schwiirzliche iiber- 
geht. Das Endstadium wird in jedem Fall, aber nach verschiedener Zeit 
erreicht. Da bei den vorliegenden Beobachtungen die Zeit der Goldein- 
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Tabelle X. 

Einwirkung der Reaktion des Nahrsubstrats auf die Goldspeiche- 

rung. Ammonnitrat als N-Quelle. Volumen 12 ccm. Einwirken 
von Au 18— 20 Stunden. 


4 schwach alkalisch 








Zur Neutralisierung von Goldspeicherung nach 

5 ccm Substrat verbraucht Myceliibertragung an 

. Tempe- | an Baryt nach Tagen: | Tagen nach der Impfung 

Name der Spezies ratur [28,5 ccm Baryt (Goldlésung schwach 
= 10cem ®/,, H,SO,) alkalisch) 


Sn ee os 


Sterile Nahrisg. |20-22°C] 0,85 com | 
Aspergillus nig. | 20~22°C] 1,01 ,, 4 
| 
| 








+ + 


Aspergillus glau- | 12—15°C 0,91 *" 
cus 
Botrytis vulgaris |} 12—15°C]} 0,87. ,, 
Citromycesglaber | 12—15°C} 0,9, 
Penicillium A 12—15°C} 1,03 , 
Penicillium glau- || 12—15°C]} 0,89 ,, 
cum 
Penicillium Z 12—15°C 
Peniciliium viri- | 12—15°C 
dicatum 
Penicillium oliva- || 12—15°C 
ceum 
Penicillium pur- | 12—15°C 
purogenum | 
Penicillium brevi- || 12—15°C 
caule 
Penicillium I 12—15°C _ 
Mucor mucedo | 12—15°C} 0,84 , 
Monilia variab. | 12—15°C] 0,85 , 
Dematium pull. |12—15°C] 0,55 ,, 
| alkalisch 


Oidium lactis 12—15°C} 0,84 ,, 0,73 ,, |— 
Fusarium sp. 12—15°C 0.85 | 0.72 a |— 


*) + = Die Firbung der Hyphe ist graurot (schwache Speicherung). 
) +-+-+ = sehr starke Speicherung. ***) ++ = starke Speicherung. 
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wirkung immer die gleiche war, so ist die Farbe der infizierten Hyphe ein 
Gradmesser fiir die Schnelligkeit der Einlagerung, und diese geht, innerhalb 
der in der Tabelle angegebenen Grenzen des Saéuregehaltes im Nahrmedium, 
um so schneller vor sich, je saurer das Substrat ist, aus dem das Mycel 
stammt. War dagegen die Sdurebildung schwach, so zeigte sich oft am 4. Tag 
in dem Mycel nur geringe graurote Farbung, wie z. B. bei Aspergillus gl. 
und Botrytis. Am 6. Tage hatten bei weitergehender Ansiiuerung des Sub- 
strats die Hyphen dann nach gleich langer Goldeinwirkung einen schén 
roten Farbton erlangt. 


Es erschien nun als das Gegebene, eine bestimmte Saure- 
menge gleichzeitig mit der Impfung eines Pilzes zu der Am- 
monnitratlésung hinzuzusetzen und dann zu vergleichen, ob das 
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Mycel aus dem angesiuerten Substrat nach der gleichen Zeit 
der Goldeinwirkung einen tieferen Farbton zeigte als das aus 
dem nicht angesiuerten. Aber die zugesetzten Siure durfte den 
Organismus in seiner vegetativen Entwicklung nicht hindern. 
Es ist bekannt, da8 Penicilliumarten durch einen ziemlich hohen 
Grad von Milchsiure im Naihrsubstrat nicht nur nicht geschadigt 
werden, sondern da8 die Pilze die Milchsiure sogar zerlegen und 
als Energiematerial verwenden. Da mein Penicillium glaucum in der 
nicht angesiuerten Lésung nach 4 Tagen nur schwache Farbung 
der Hyphen zeigte, erschien es zu diesen Versuchen gut geeignet 
zu sein. Daher wurde zu der gewéhnlichen Ammonnitratlésung 
ein Gehalt an Milchsiure von 0,22% hinzugegeben; das Substrat 
hatte, dann einen héheren Sauregrad als die 4 Tage von Peni- 
cillium gl. angesiuerte Ammonnitratlésung. Nach Ubertragung 
in Gold am 4. Tag nach der Impfung zeigten die Hyphen, wenn 
sie durch sorgsames Auswaschen in dest. sterilem Wasser von 
anhaftenden Saureresten befreit waren, eine schén rote Farbung, 
die nach der gleichen Zeit der Goldeinwirkung einen héheren Grad 
von Metallspeicherung erkennen lieBen, als das Pen.-gl.-Mycel aus 
der nicht angesiuerten Nahrlésung. Wurde die dem Mycel an- 
haftende Saure nicht geniigend entfernt, so fand eine viel geringere 
Speicherung statt. Das Metall wurde dann um die Faden herum 
ausgefallt und haftete in kleinen Agglomeraten an ihnen. Den fiir 
die Speicherung optimalen Siuregehalt im Medium zu bestimmen, 
geht aus leicht einzusehenden Griinden nicht an, es kann nur 
gesagt werden, daB bei Ubertragung des Mycels in Au, nicht mehr 
als 22—23, 10~* Milliiquivalent Oxalsiure in 10 com Goldlésung 
hineingebracht werden diirfen, weil sonst die Lésung sofort 
koaguliert und keine Speicherung eintritt. 

In allen durch die Pilze verinderten Substraten wurde das 
Nihrmedium durch organische Séuren angesiuert. In den 
meisten Fallen kommt hierbei die Oxalsiure in Betracht. Es 
konnte also als sicher gelten, daB bei Gegenwart von Oxalsaure 
die Goldspeicherung gut vor sich geht. Ebenfalls findet sie, 
wie die, zuletzt besprochenen Versuche zeigten, bei Gegenwart 
von Milchsiure statt. AuBerdem wird von Citromyces aus der 
verwendeten Nahrlésung Citronensiure frei gemacht+), und Citro- 
myces ist ein Organismus, der das Gold vorziiglich fixiert. Es 
4) Kochs Jahresbericht 4, 268, 1893. 
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erhob sich nun die Frage, ob vielleicht nur organische Saiuren 
befihigt seien, diese Reaktion auszulésen. Zur Beantwortung 
_ dieser Frage war es nétig, ein Medium zu finden, in dem durch 
die Tatigkeit der Pilze eine anorganische Saure in Freiheit gesetzt 
wird, in dem aber keine organische vorhanden ist. Diese Be- 
dingung wurde erfiillt, wenn an Stelle von Ammonnitrat Am- 
moniumsulfat als Stickstoffquelle gegeben wurde’). Bei Kultur 
von Asp. nig. bildet sich dann auch Oxalsaiure. Diese wird aber 
sofort wieder zersetzt, so daB sich im Substrat nur Schwefelsiure 
findet, die nach Entnahme des Stickstoffs aus dem Ammoniak 
durch den Pilz in Freiheit gesetzt wird. Nachdem das Mycel 
das fiir die Goldspeicherung ginstige Stadium erreicht hatte, 
wurde es in das Hydrosol iibertragen. Es speicherte das Metall 
gut und schnell. - 

Wenn die vorstehend gemachten Ausfiihrungen, da8 naém- 
lich die Goldspeicherung gebunden sein soll an einen gewissen 
Sauregrad, richtig sein sollen, so mu8 auch bei der Entwicklung 
der zahlreichen Penicilliumarten, die spontan im Goldsol auf- 
treten und das Metall kraftig in ihrer Membran verdichten, eine 
solche Ansiuerung stattfinden, von der angenommen werden 
kann, daB sie sich bei geniigend langer Kultur der Pilze im Kolloid 
nachweisen lassen wird. Eine weitgehende Ansiuerung der Gold- 
lésung fand jedenfalls nicht statt, denn sie koagulierte niemals, 
auch wenn wochenlang Schimmelpilze in ihr wuchsen. Das war 
nicht verwunderlich, denn die betriachtlichen Saiuregrade in einer 
Pilznahrlésung entstehen mehr oder weniger direkt aus den in 
ihnen enthaltenen chemischen Verbindungen (im Falle der Oxal- 
siurebildung bei Aspergillus und Penicillium, z. B. durch Oxy- 
dation aus dem Zucker. Solche Verbindungen sind aber in der 
Goldlésung nicht vorhanden. Um festzustellen, ob eine aus 
komplizierteren Prozessen des EiweiSzerfalls entstehende Kohlen- 
siurewirkung nachzuweisen war, impfte ich in einem GefaiB aus 
Jenaer Glas in steriler Goldlésung Au, (die Lésung vertragt die 
Behandlung im Wasserdampf) einen Pilz, Penicillium Z, den ich 
aus einer anderen Goldlésung isoliert hatte, und der leicht und 
verhiltnismaBig ippig in den Lésungen des Goldes wuchs und 
fruktifizierte. Die vor der Impfung festgestellte Alkalescens der 


1) Kruse, Mikrobiologie, Leipzig 1910, 8. 392. 
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Lésung ergab einen Gehalt von 0,0214% K,CO,. Nachdem der 
Pilz einen Monat in der Lésung gewachsen war, war der Gehalt 
an K,CO, gesunken auf 0,0115%, nach weiteren 6 Wochen waren 
nur noch 0,0076% K,CO, nachweisbar. Damit ist bewiesen, 
da8B Penicillium die reine Goldlésung in geringem Grade, wenn 
auch in langer Zeit ansiuert. 

Wir sahen also Goldspeicherung eintreten in Gegenwart der 
verschiedensten Siiuren und bei mannigfachen Pilzarten: 








Sepa 
Verwendete Spezies'  Ni&hrsubstrat 


| Vorherschende Speicherung in 
Saure AUg schwach alkal. 





Aspergillus niger |Ammonnitratlésung! Oxalsiure 
Citromyces glaber |Ammonnitratlésung! Citronensiure | + 
Penicillium glaucum | Ammonnitratlésung|  Milchsiure + 

+ Milchsiure | 
Aspergillus niger | Ammonsulfatlésung | Schwefelsiure + 


Penicillium Z | Goldliésung Kohlensiure + 





Von einer spezifischen Wirkung irgendeines dieser so ver- 
schiedenen Kérper — anorganische Sauren, organische Siuren mit 
normaler Kohlenstoffkette, eine Tricarbonsiure — war nichts zu 
bemerken; bei allen geniigte ein geringer Sauregrad, um schwache 
Speicherung zu veranlassen, wibrend bei steigendem Sauregehalt 
stirkere Fixierung des Metalls aus den Kolloiden einsetzte. 

Es erhob sich nun die Frage, ob ein bestimmter Siuregrad 
des Nihrsubstrats tiberhaupt nétig ist, um Speicherung hervor- 
zurufen. 

Um diese Frage beantworten zu kénnen, wurde der Am- 
monnitratlésung eine bestimmte Menge von Calciumcarbonat zu- 
gesetzt, das die entstehenden freien Sauren sofort festlegte. 

Die Menge der gebildeten Oxalsiure ist bei Aspergillus niger verschieden 
(abhiangig von der Temperatur), bei den bisher von mir beobachteten Kul- 
turen fanden sich bei einer Temperatur von 22—25° C héchstens 40% des 
Zuckers, meistens nur 33—35% als Oxalsiure wieder, daher setzte ich bei 
einem Gehalt von 3% Dextrose 1,66% CaCO, zu). Um aber ganz sicher 
zu sein, daB die gebildete Saéure stets vollkommen neutralisiert wurde, 
gab ich zu anderen Kulturen gréBere Mengen von CaCO, hinzu. Die naheren 
Angaben finden sich in Tab. XI. Der stark siuernde Aspétgillus niger, 
sowohl als auch das schwach Siure produzierende Penicillium glaucum 
lagerten beide ein, als ob sie in einer Lésung ohne Calciumcarbonatzusatz 
gewachsen wiren. Allerdings war die Farbung der Hyphen sehr schwach 
und vertiefte sich auch bei langem Verweilen in der Goldlésung nicht wesent- 


1) Vgl. Lafar, Handbuch der. Mycologie 3. 
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lich. Die Reaktion der Nahrlésung war stets neutral. Vom Vorhandensein 
eines in dem Niahrsubstrat nachweisbaren Séuregrades konnte also das 
Eintreten der fraglichen Reaktion nicht abhingen. Solche Organismen, 
die iiberhaupt Siaure entwickeln, zeigen, wenn auch in geringerem Grade, 
die Metallfixierung auch, wenn die gebildete Siure nicht im Substrat nach- 
weisbar ist. 


Tabeile XI. 


Festlegung der gebildeten Saéuren durch CaCO,. Kohlenstoff- 
quelle: 3% Dextrose; Stickstoffquelle: Ammonnitrat. 








“a | Aspergillus niger | Penicillium glaueum 





Zuzatz von CaCO, | 1,66%| 2% | 5% 11,66%! 2% | 5% 
Reaktion am 4. Tag nach |neutral|neutral neutral) neutral neutral|neutral 
der Impfung | 
Speicherung (Lésung: Au, +*) | 2 ey ee 


schwach alkalisch) FER Ses: 


neutral ||neutral |neutral | neutral 


| 

Reaktion am 7. Tag nach |neutral/neutral| 
der Impfung 
++ | at ae 

| 


| 


Speicherung (Lisung: Au, + | + 
schwach alkalisch) | 


*) + = schwache Speicherung: 








Bisher experimentierten wir mit Lésungen, in denen wihrend der 
Pilzkultur saure Reaktion herrschte. Die letzten Versuche wurden in 
neutralem Medium angestellt. Darauf wurde zu Nahrsubstraten iiber- 
gegangen, in denen wahrend der Pilzkultur alkalische Reaktion herrschte 
resp. entstand. Von Nikitinsky*) sind zwei Lésungen angegeben worden, 
deren Reaktion in unbeigpftem Zustande sauer ist, die aber durch das 
Wachstum der Pilze eine alkalische Reaktion annehmen. Die Zusammen- 
setzung beider wurde schon angefiihrt. Wenn Salze organischer Siuren 
(in unserem Falle weinsaures Kalium) als einzige Kohlenstoffquelle gegeben 
werden, so werden die Basen frei, die von starken Saurebildnern neutralisiert 
werden kénnen, bei schwach siuernden Organismen aber die Kultur- 
fliissigkeit alkalisch machen. Die Pilze werden dann in ihrer Entwicklung 
gehemmt, aber das war fiir uns nicht wesentlich. Wird Ammoniumtartrat 
als einzige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle gegeben, so beruht die Zu- 
nahme des Alkalescenzgrades darauf, daB die Anionen der Verbindung 
vom Pilz schneller verarbeitet werden als die Kationen?). Da es mir darauf 
ankam, das Mycel von Pilzen, die aus sauren Medien in Gold iibertragen, 
Speicherung zeigen, auf diese Reaktion zu priifen, wenn sie aus alkalischem 
Medium stammen, so verwendete ich fiir diese Ziichtungen natiirlich einen 


1) Nikitinsky, Jahrb. f. wissensch. Botanik 40. 1904. 

*) Czapek und Kohn fanden dasselbe an einer Lésung mit Ammon- 
acetat als Kohlen- und Stickstoffquelle. Beitr. zur chem. Physiol. und 
Pathol. 8. 1906. 
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Pilz, der die Fiahigkeit, Siure zu bilden, nur in geringem Grade besitat, 
Schon Nikitinsky fand, daB bei Kulturen von Penicilliumarten in seinen 
Lésungen die Alkalescenz am gréBten wurde. Es wurde bei diesen Ver- 
suchen so verfahren, daB zunichst ein kleiner Erlenmeyerkolben mit 
Penicillium glaucum beeimpft wurde. Nach 16—18 Tagen wurde diese 
Kultur abfiltriert. Das Filtrat reagierte stark alkalisch, wie aus Tab. X11 
zu ersehen ist. Nach seiner Sterilisation wurde es ein zweites Mal mit 
Penicillium glaucum beimpft. Der Pilz entwickelte sich nur noch kiimmer- 
lich, die Keimung verzdgerte sich. Nach einer Woche ist das Mycel in dem 
gewiinschten Zustande, es wird in Gold iibertragen. Speicherung findet 
nicht statt. 

Tabelle XII. 


EinfluB der Reaktion des Nahrsubstrats auf Penicillium glaucum. 














Weinsaures Kali- 


Penicillium glaueum 


um als Kohlen- 
stoffquelle 
Ammonnitrat als 


Ammontartzat als 
Kohienstoff- und 
Stickstoffquelie 














Stickstoffquelle 








sauer 
17 
0,029°/, 


Reaktion des unbeimpften Substrats 
Dauer der ersten Kultur i 
Alkalescenzgrad der Lisung nach der . 
ersten Kultur vor dem Sterilisieren | 
(umgerechnet auf NH;) | 
Alkalescenzgrad nach dem Sterilisieren 
Dauer der zweiten Kultur 
Alkalescenzgrad des Substrats nach der 
zweiten Kultur (amgerechnet auf NH,) 
Goldspeiche (Lésung: Au, schw. alk.) 
Firbung des Mycels mit Anilinblau 


sauer 
18 Tage 
0),023%/, 
0,0047°/, 
8T 


0,0063°/ 0 
age 7T 
0,035°/ e 


‘age 
stark alkal. 





Mycel lebt Mycel iebt 
Uberimpfen des Mycels in 
A mmonnitratlésung 
3—4 Tage 4 Tage 
sauer sauer 
+ i + 


Dauer der Kultur 
Reaktion der Ammonnitratl 





ésung 

Goldspeicherung (Lisung: Au, schw. alk.) 

Diese zweimalige Kultur war nétig, weil die Decke der ersten Kultur 
aur Ubertragung in die Goldlésung keine einzelnen Hyphen mehr zeigt, 
wenn der Alkalescenzgrad so hoch ist, da8 die Einlagerung ausbleibt. Und 
nur bei einzeln liegenden Hyphen ist das Resultat der Speicherungsreaktion, 
wie schon hervorgehoben, ein sicheres. Wurden in das schon alkalisierte 
Substrat zum zweitenmal Sporen eingesiit, so zeigten auch junge, einzeln 
liegende Hyphen nie Einlagerung. Wurden dann diese jungen Hyphen 
in Ammonnitratlésung gelegt, so wuchsen sie kriftig weiter, siuerten dic 
Lésung an, und es » wenn sie einige Tage spiter in Goldhydrosol 
tibertragen wurden, die meisten kriftig ein. 

So kénnen wir nach unserem Belieben bei dem Mycel des 
gleichen Pilzes einmal die Speicherung erzielen, und das andere 
Mal diese véllig verhindern, je nachdem der Pilz in saurem oder 
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in alkalischem Medium gewachsen ist. Voraussetzung ist dabei, 
daB der Pilz selbst kein allzu starker Saurebildner ist. Ich habe 
sehr viele derartige Versuche mit Aspergillus nig. gemacht, die 
samtlich miBlangen. Das Substrat wird durch die entstehende 
Oxalsiure immer wieder neutralisiert. 

Es lag nahe, nun einen Pilz in der Ammonnitratlésung zu 
kultivieren, nachdem diese vor der Impfung alkalisch gemacht 
worden war (Tab. XIII). Der Alkalescenzgrad der Lésung durfte 
dabei nicht zu hoch bemessen werden, denn die Pilze vertragen 
bekanntlich nur eine sehr geringe Menge freien Alkalis. Ferner 
durften wieder keine starken Saurebildner verwendet werden, 
denn dann entstanden in der Lésung wieder die gleichen Ver- 
hiltnisse wie in Medien mit saurer Reaktion. Es besteht bei 


Tabelle XIII. 


Penicillium glaucum in Ammonnitratlésung mit alkalischen 
Zusaitzen. Temperatur 15—18°C. 








Ammonnitrat- | Ammonnitrat- | Ammonnitrat- 
H lésung lésung lésung 
i + 0,086% NH, | +0,0824% NaOH | +0,142% K,CO, 


Reaktion des sterilen Sub- , alkalisch | alkalisch |  alkalisch 
strats H 

Reaktion des Substrats am neutral neutral | alkalisch 
3 Tage nach der lmpfung 


Penicillium glaucum 











Goldspeicherung (Lésung: | +*) + | _ 


Au, schwach alkalisch) | 
Reaktion des Substrats am sauer 
7 Tage nach der Impfung 
Goldspeicherung (Lésung: | 
Au, schwach alkalisch) | 


*) + = schwache Speicherung. 


diesen Versuchen eben der grundlegende Unterschied, dab diese 
alkalisierte Lésung durch die Titigkeit der Pilze wieder ange- 
siuert wurde, wihrend die Lésungen Nikitinsky I und II durch 
die Entwicklung der Pilze gerade in héherem Mae mit Alkali 
angereichert wurden. Sollten die Ergebnisse in der alkalisierten 
Lésung abweichen von denen in der gewéhnlichen Ammonnitrat- 
lésung, so muBte die Reaktion solange als méglich alkalisch 
bleiben. 


Penicillium gl. ist ein schwacher Siurebildner, und vertrigt anderer- 
seite relativ groBe Mengen von Alkali. Zur Alkalisierung des Substrate 
wihlite ich verschiedene Verbindungen, um festzustellen, ob sich eine 
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spezifische Wirkung eines Stoffes erkennen liebe. AuBer NH, wurden 
K,CO, und NaOH der Nahrfliissigkeit zugesetzt. Da durch die vorigen Ver- 
suche festgestellt worden war, wie hoch der Prozentgehalt an freiem Am- 
moniak etwa sein durfte, um noch leidliches Wachstum zu erméglichen, 80 
berechnete ich danach die entsprechende Menge Natronlauge und Kalium- 
carbonat. Nach Zusatz der berechneten Mengen wurden dann 20 ccm 
Niahrfliissigkeit in einem kleinen Erlenmeyerkolben beimpft. Nach einigen 
Tagen waren die Sporen in allen Kolben leidlich gekeimt und wuchsen mit 
ungefahr gleicher Intensitét weiter. In den Kolben mit Kaliumcarbonat 
blieb die alkalische Reaktion immer lingere Zeit nachweisbar als in den 
Kulturen mit Ammoniak- und Natronlaugezusatz. — Die genauen Zahlen 
des Alkalizusatzes usw. sind aus Tab. XIII zu ersehen. Die Wachstums- 
intensitét des Pilzes wird durch die so bemessenen Zusitze verringert, es 
kommt aber zur Fruktifikation. Bei dem doppelten Alkaligehalt kommt 
kein Wachstum mehr zustande, wihrend die Hilfte des angegebenen 
Alkalizusatzes den Pilz in seiner Entwicklung nicht beeintrachtigt. 

Das aus saurer Lisung gut speichernde Mycel reagiert aus allen dreien 
mit den verschiedenen Stoffen alkalisierten Medien in der gleichen Weise: 
die Reaktion bleibt aus, solange die Lésung noch alkalisch ist, sie tritt ein, 
sobald diese neutral wird, und zeigt sich deutlicher bei Vorhandensein 
nachweisbarer Séuremengen. Eine spezifische Wirkung irgendeiner der drei 
verwendeten Alkalien hatte sich nicht gezeigt. 


Wenn wir die Resultate der bisherigen Versuchsreihen 
iiberblicken, so sehcn wir, daB ein Teil der untersuchten Or- 
ganismen die Fixierung der Metallteilchen aus schwach alka- 
lischen Goldlésungen nie zeigte. Bei einem anderen Teil dagegen 
tritt unabhingig von der Art der Saiure deutliche Metallspeiche- 
rung aus schwach alkalischen Goldlésungen ein, beim Vorhanden- 
sein einer sauren Reaktion in der Umgebung der Hyphen (Tab. X). 
Wird die Reaktion im Medium neutral, so fixieren die Mycelien 
die Metallteilchen viel weniger energisch (Tab. XI) und bei 
alkalischer Reaktion der Umgebungsflissigkeit bleibt die Fixie- 
rung aus (Tab. XII und XIII), unabhingig von der Natur der 
Base, die den Alkalescenzgrad verursachte. Wir diirfen also jetzt 
sagen, da der Eintritt resp. der Ausfall der Goldspeicherung 
nicht abhingig sein kann von dem Vorhandensein einer be- 
stimmten chemischen Verbindung, sie mu8 zusammenhiangen mit 
der Reaktion in der Umgebung der fixierenden Hyphen. 

Um das noch einmal zu prifen, wurden zu Au, (schwach 
alkalisch) ungleich groBe Zusiitze von verschiedenen alkalisch 
reagierenden Salzen gemacht, so daB also die Lésungen einen 
durch verschiedene Substanzen hervorgerufenen ungleich groBen 
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Alkalescenzgrad erhielten. Um gleichzeitig zu zeigen, daB osmo- 
tische Druckdifferenzen ohne Einflu8 auf die Speicherung sind, 
fiigté ich zu dem urspriinglichen Hydrosol Zusiitze eines Neu- 
tralsalzes [NaCl] hinzu, das auf die Reaktion keinen EinfluB 
hat, durch das aber isotonische Lésungen geschaffen wurden. 
(Tab. XIV). 


Tabelle XIV. 


Salzzusitze zur Goldiésung und ihr Einflu8 auf die Speicherung 
Goldeinwirkung 18—20 Stunden. 








: 

Speicherung in | Speicherung in | Speicherung in | Speicherung in 

Au, mit 0,215%) An, mit 0,09% | Au, mit 0.2% Au, mit 0,16% 
NaCl-Gehalt NaCl-Gehalt | K,CO,-Grhalt | NaOH-Gehalt 
=1,7 Atm. = 0,83 Atm. i * 0.6 Atm. | =1,7 Atm. 


—————— — = — 


Name der Spezies 











Aspergillus niger | 
Aspergillus glacuus} 
Penicillium A 
Penicillium oliva- 
ceum 

Citromyces glaber 
Botrytis vulgaris 
Mucor mucedo i 
Oidium lactis | 
Dematium pull. | 





Wir sehen, da das Mycel der Pilze, wie schon hervorgehoben, 
seine Affinitait zu den Metallteilchen andert, sobald durch irgend- 
einen Faktor in seiner Umgebung die Reaktion geindert wird. 
Bei alkalischer Reaktion bleibt die Speicherung in sonst gut 
fixierendem Mycel aus, Hierzu ist zu bemerken, da das Resultat 
ein unsicheres sein kann, wenn vor Einlegen des Mycels die 
Goldlésung genau auf den angegebenen (Tab. XIV) Alkaligehalt 
gebracht ist, und dieser durch stark saures Mycel wieder mehr 
oder weniger neutralisiert wird. Deshalb mu8 darauf geachtet 
werden, daS nach Ubertragung des Mycels die angegebenen 
Alkalescenzgrade vorhanden sind. Fiir die stark alkalische 
Natronlauge-Goldlésung gibt die Tabelle das Ma8 des griBt- 
méglichen Alkaligrades, der die Hyphen in der angegebenen Zeit 
nicht abtétet. Dies darf nicht eintreten, denn wir sahen, da8 
dann die Speicherung tiberhaupt schwicher wird. Wenn auf diese 
Faktoren geachtet wird, so bleibt das angefiihrte Resultat nie- 
mals aus. Die Wechselwirkung zwischen dem Ausbleiben, resp. 
dem Eintritt der Einlagerung und Alkaligehalt, resp, geringem 
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Sauregrad der Lésung geht so weit, daB dasselbe Mycel, welches 
in deutlich alkalischer Lésung gar nicht einlagert, vortrefflich 
fixiert, wenn die gleiche Goldlésung vorsichtig neutralisiert und 
in ganz geringem Grade angesiuert wird. 

Bei dem Mycel der Pilze, die in der Ammonnitratlésung die 
saure Reaktion nicht vermehrten, sie im Gegenteil durch ihren 
LebensprozeB teils um ein geringes, teils in betrichtlichem Grade 
alkalischer machten, bleibt auch, wie in Tab. XIV fiir Mucor, 
Oidium und Dematium hervorgehoben, eine Fixierung in stark 
alkalisch gemachtem Kolloid aus. Auf keine Weise‘ gelang es, 
diese Organismen zum Einlagern zu bringen. Aus den angefiihrten 
Untersuchungen kam ich nun zu der Uberzeugung, da8 das Aus- 
bleiben der Speicherungsreaktion in alkalischer Umgebung und, 
im Gegensatz dazu, der Eintritt in saurer eine allgemein giiltige 
Regel sei. Ich verschaffte daher den nicht einlagernden Hyphen 
diese Umgebung durch Ansiuern des infizierenden Hydrosols. 
Man kénnte mir entgegnen, daB der schwache Sauregrad der 
Ammonnitratlésung noch nicht neutralisiert war, daB aber den- 
noch die Organismen nicht einlagerten. Es ist richtig, daB die 
Nahrlésung zu der in der Tab. X angegebenen Zeit noch 
immer sauer reagierte, der betreffende Pilz hatte also noch nicht 
geniigend alkalische Stoffwechselprodukte gebildet, um durch 
sie den Sauregrad der Nahriésung zu neutralisieren. Aber die Ten- 
denz dazu lag jedenfalls vor und ist aus Tab. X deutlich zu 
erkennen. Da die Alkalisierung aber von den Hyphen ausgeht, 
so ist anzunehmen, da in ihrer unmittelbaren Umgebung die 
Lésung betrichtlich alkalischer ist, und daB die Zellen selbst 
eine alkalische Reaktion zeigen. (Ebenso kann wohl begriindet 
angenommen werden, daB die Zellen der Organismen, die durch 
ihr Wachstum das Nahrmedium so betrichtlich sauer machten, 
ihrerseits eine saure Reaktion zeigen.) Die in noch schwach 
sauer reagierendem Substrat liegenden Hyphen befinden sich 
also tatsichlich in alkalischer Umgebung, und ihr Alkaligrad 
wird noch erhéht durch die Ubertragung in die ganz schwach 
alkalischen Goldlésungen. Wurden dagegen: diese angesauert, so 
war es vielleicht méglich, den schwachen Alkaligrad des Mycels 
zu paralysieren und es auf diese Weise zur Fixierung des Metalls 
za bringen. Ich versetzte daher Au, mit einer geringen Menge 
von Oxalsaéure, derart, daB ihr Gehalt daran zwischen 0,045 % 
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and 0.022% schwankte. In der Tab. XV sind die Organismen 
angegeben, die in schwach alkalischer Goldlisung nie Infizierung 
zeigten, die aber in schwach saurem Hydrosol diese leicht er- 
kennen lieBen. Besonders hervorzuheben ist diese Tatsache fir 


Tabelle XV. 


Einflu8 der Reaktion in der Goldlésung auf die Speicherung. 
Einwirkung 18—20 Stunden. 








Nuhrsubstrat Reaktion des ‘Speicherung ilSpeicherung i. 


Hame der Spesies Nahrsubstrats Au echwach alkal. Au schwach sauer 








Mucor mucedo Ammonnitrat-schwach sauer - | 
lésung 
Oidium lacdis . . 
Dematium pull. | a alkalisch 
Monilia var. j schwach sauer' 


Ustilago hord. Wiirze ‘ 
Kahmhefe é 
Bierhefe e wae 

Bac. megatherium | Hefewasser | alkalisch 





» brassicae | ch 
Clonotrix fusca | Peptonwasser, ‘ 
Leptotrix \ ; 

Begyiatoa minim. } Schlamm 





2 | 
@ 





| 
tL) tttttel e+e + 
- 


Bye: Ge in. Be Bs ie 


Oidium lactis. Wahrend das Mycel in Au, (schwach alkalisch) 
nie die geringsten Spuren von Firbung gezeigt hatte, farbten 
sich seine Hyphen und besonders die Conidien in schwach saurem 
Gold schnell und gleichmaBig tiefrot und schlieBlich blaurot. 
Dasselbe gilt fiir Mucor mucedo. Bei ihm waren besonders die 
in kraftiger Entwicklung begriffenen Sporangientrager und 
Sporangien gefirbt. Wurde der Gehalt an Oxalsiure in der Gold- 
lésung auf 0,018% erniedrigt, so war keine Farbung zu bemerken. 
Seltener sind die Hyphen von Dematium pull. gefirbt, meistens 
zeigt nur ein verhiltnismaBig geringer Teil von Conidien gleich- 
maBige, tief dunkelrote Einlagerung. Die Zellen werden durch 
das Gold nicht abgetitet, ich beobachtete junge Aussprossungen 
an tiefroten Conidien, die ungefarbt erschienen; andere zeigten 
bei gleicher Gréfe schon die dunkle Farbung. Bei Ustilago 
war die Zahl der Zellen, die in saurer Goldlésung mit einer gleich- 
m&Bigen Schicht von Gold iiberzogen schienen, ziemlich groB, 
kleiner tei einer Kahmhefe, bei der nur etwa 2% aller Zellen, 
nach 18stiindiger Goldeinwirkung homogen rot bis rotviolett 
in der Lésung liegen. Warum gerade diese Individuen das Gold 
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fixiert haben, ist bei allen diesen Pilzen nicht erkennbar, denn 
sie zeigen keinerlei morphologische Besonderheiten, auch scheint 
das Alter der Zellen hier nicht in Frage zu kommen, wenigstens 
sind nicht alle gleicher GréBe gefairbt. Es wird hierauf im nich- 
sten Kapitel noch zuriickzukommen sein. Nie sah ich trotz 
hiufiger Impfungen in Goldlésung mit verschiedenem Oxal- 
siuregehalt, Speicherung bei Monilia var. Dies gilt auch fiir alle 
untersuchten Bakterienarten. Besonders hervorgehoben soll dies 
noch fiir die Eisenbakterien werden. 

Aus allen diesen Untersuchungen geht hervor, daB die 
Metallspeicherung allein beeinflu8t wird von der in der Lésung 
bzw. im Mycel der Pilze herrschenden Reaktion. Diese aber wird 
hervorgerufen durch das Vorwalten der Wasserstoff- bzw. 
Hydroxylionen. Daraus diirfen wir weiter folgern, daB die Metall- 
speicherung aus unseren kolloidalen Lésungen eine Funktion der 
in der Umgebung des Mycels, bzw. in der der Metallteilchen vor- 
herrschenden Wasserstoffionen ist. 


Erklirung der Goldspeicherung. 


In den vorliegenden Untersuchungen handelt es sich ganz all- 
gemein um Fragen der Teilchenaggregation in kolloidalen Lésungen 
Fir diese gelten folgende Gesichtspunkte: Die Teilchenaggre- 
gation kann schon erfolgen, wenn die Ultramikronen gleiche La- 
dung haben, sie bleibt aber aus bei geniigend starker gleicher La- 
dung. Sie tritt bei irresolubeln Hydrosolen stets ein, wenn die 
Teilchen entladen sind, also im isoelektrischen Punkt, Entgegen- 
gesetzt geladene Kolloide fallen sich stets aus, innerhalb der von 
Biltz?) naiher charakterisierten Fallungszone’). 

Wirken stofflich verschiedene Kolloide aufeinander ein, so 
werden diese GesetzmaBigkeiten zum Teil durch spezifische Wir- 
kung der in Betracht kommenden Stoffe tiberlagert, z. B. bei der 
Wechselwirkung zwischen Gold und Eiwei8. Die Wirkung zwi- 
schen dem ungeschiitzten bzw. geschiitzten Gold und den Hydro- 
gelen der Membranen niederer Organismen ist in der vorliegenden 
Arbeit naher charakterisiert. Ich wiederhole jedoch, daB die be- 
schriebenen Vorgiinge sich nicht nur bei der Wechselwirkung 

1) Biltz, Ber. d. Dtsch. chem. Ges. 37. 1904. 


*) Zsigmondy, Einige bemerkenswerte Eigenschaften des kolloidalen 
Goldes, Zeitschr. f, anorg. Chem, 96. 1916 
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zwischen den Gelen und den Teilchen des kolloiden Goldes ab- 
spielen, sondern da sie auch eintreten bei Silber- und Kupfer- 
hydrosolen, wenn diese unter den gleichen Bedingungen mit 
den Gelen zusammen kommen. 

In den Membranen der Organismen liegen Derivate von Ei- 
weiBstoffen vor. Es ist bekannt'), daB Proteide in saurer Lésung 
positiv, in alkalischer negativ geladen sind, und der isoelektrische 
Punkt verschiedener dieser Substanzen wurde als bei einer Wasser- 
stoffionenkonzentration von ungefahr 2,10-° Mol pro Liter liegend 
gefunden?). Bei héherer Wasserstoffionenkonzentration ist Ei- 
wei positiv elektrisch geladen, unabhingig von der GréBe seiner 
Teilchen. Auch fiir die Membranteilchen der untersuchten Orga- 
nismen gelten diese GesetzmgBigkeiten. Die Ionen, welche durch 
den Stoffwechsel der Organismen frei werden, laden die Hydro- 
gelteilchen in entsprechender Weise. Werden Wasserstoffionen 
in geniigender Konzentration frei, so werden die Hydrogele positiv 
geladen, beim Freiwerden von Hydroxylionen werden sie elektrisch 
negativ geladen, und in diesem Zustande wirken sie dann auf die 
Goldteilchen ein. Diese aber sind in saurer, in neutraler und in 
alkalischer Lésung stets negativ geladen. Die positiv geladenen 
Membranteilchen haben dann die Fiahigkeit, die Metallteilchen 
zu adsorbieren. Der Grad der Adsorbierbarkeit durch die Gel- 
teilchen ist verschieden und wichst mit dem Sauregrad des Me- 
diums (Tab. X). In neutral erscheinendem Medium kann die 
Umladung der Gele schon erfolgt sein, bevor die entsprechende 
Reaktion im Substrat nachzuweisen ist (Tab. XI). In deutlich 
alkalischem Medium findet nie Einlagerung statt (Tab. XIV). Da 
zur Einwirkung auf die Gele nur die minimalen Wasserstoffionen- 
konzentrationen zur Verfiigung standen, die die Goldlésung er- 
triigt, und die wahrscheinlich nicht immer geniigen, die negative 
Ladung der Gelteilchen zur neutralisieren und diese umzuladen®), 
gelang es nicht bei allen Organismen, z. B. bei den Bakterien, 
Goldspeicherung herbeizufiihren (Tab. XV). Vielleicht ist 
auch bei diesen die abweichende chemische Natur der 


1) Hardy, Zeitschr. f. phys. Chemie 33. 1900. — Wo. Pauli, Beitr. 
z. chem. Physiol. u. Pathol. 7. 1906. — Michaelis und Ehrenreich, 
Diese Zeitschr. 1908. — Rona und Michaelis, Diese Zeitschr. 1919. 

2) Michaelis, Diese Zeitschr. 24, 30, 33, 47. 

3) Vgl. die Kataphoreseversuche an Monilia und Hefezellen auf S. 52. 
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Membran fir das Ausbleiben der Speicherung verant- 
wortlich zu machen. Diese spielt méglicherweise auch beim 
Ausbleiben der Fixierung durch die héheren Pflanzen eine Rolle. 
Als Erklarung des Farbumschlags saurer Goldlésung beim Einlegen 
von Wurzelhaaren wurde das Vorhandensein geringer Proteid- 
teilchen, die sich von den Wiirzelchen ablésen, herangezogen). 
Diese laden sich in der sauren Lésung sofort positiv und rufen auf 
diese Weise den Umschlag hervor?). Eine Fixierung der Metall- 
teilchen fand nie statt (Tab. II—V), wenn den Hydrosolen ein Ei- 
weiBstoff in ausreichender Menge als ,, Schutz‘ hinzugesetzt war. In 
dem System Wasser, Metall und zugesetztes Proteid verhalt sich 
das Goldteilchen so, als wenn es ganz aus ihm bestiinde. Es ist 
nun in saurer Lésung wie die Geltgilchen positiv, in alkalischer 
ebenfalls negativ geladen und kann nicht fixiert werden (Tab. X). 

Jedem positiv geladenen Hydrogelteilchen kommt die Fiahig- 
keit zu, das negativ geladene Goldteilchen zu adsorbieren. Daher 
wird das Gold in der ganzen Breite der Membran fixiert. Auf die 
Begriindung der Tatsache, daB die Goldteilchen die ganze Membran 
zu durchdringen vermégen, kann zur Zeit nicht niher eingegangen 
werden. Ebenso ist es vorlaufig nicht méglich, eine Erklirung zu 
geben, warum die Fiarbung der Hyphen oft an einer Querwand 
plétzlich abbricht. Wahrscheinlich hangen diese Erscheinungen 
zusammen mit bestimmten Lebensfunktionen der Pilze, durch 
welche vielleicht auch die Méglichkeit der verhiltnismaBig rasch 
eintretenden Vertiefung der Farbung in lebenden Hyphen bedingt 
wird. Durch die Fixierung immer neuer Goldteilchen entsteht um 
die Hyphen herum stets eine Verainderung in der gleichmaBigen 
Verteilung der ,,dispersen Phasen“. Die Herbeischaffung neuer 
Goldteilchen erfolgt jedoch auch in der sehr verdiinnten Lésung 
bei niederer Temperatur (Tab IX) so schnell, daB zu ihrer Er- 
klirung der Faktor der Diffusion der Goldlésung nicht ausreichen 
dirfte. 

Was die Goldanhaufung in den Nahrungsvakuolen der Para- 
maecien betrifft, so scheint mir fir sie die gleiche Erklirung 
zutreffend. Wahrscheinlich wird bei diesen hochentwickelten 


1) Vgl. 8. 19. 

2) Zsigmondy, Einige bemerkenswerte Eigenschaften des kolloidalen 
Goldes. Zeitschr. f. anorg. Chemie 96. 1916. — Gann, Kolloidchem. 
Beih. 8, 1916. 
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Protozoen dem Wasser entnommenen Niahrstoffen gegeniiber 
ein Wahlvermégen statthaben, derart, da8 nur die in Kérper- 
fliissigkeit bestimmter, schwach saurer Reaktion léslichen Stoffe 
aufgenommen werden. Das Gold wird dann von den, durch die 
Ionen der Kérperfliissigkeit positiv geladenen Teilchen der Um- 
gebung der Vakuolen fixiert, und deshalb nicht mehr mit den un- 
verdaulichen Stoffen aus dem Kérper ausgeschieden. Es handelt 
sich also auch hier nicht um eine Koagulation des Goldes, denn 
Koagulationshiufchen wiirden, wie gesagt, mit den unbrauch- 
baren Teilen der Nahrung ausgeschieden werden. 


Die Kataphoreseversuche. 


Die meisten festen Stoffe bewegen sich, wenn man sie, in 
Wasser suspendiert, in ein Potentialgefille bringt zum einen oder 
anderen Pol. Ebenso wie die festen verhalten sich die nur schwach 
quellbaren, die noch viele Eigenschaften der festen besitzen. 
Hierzu gehéren die untersuchten Organismen. Es wurden daher 
Versuche angestellt, um die Natur der Ladung der Zellen in wisse- 
rigen Medien mit verschiedener Reaktion festzustellen. 

In die unter dem Mikroskop in einem kleinen Troge aus Glas befind- 
liche Fliissigkeit tauchten Platinelektroden ein. Abstand der Elektroden: 
4 cm. Spannung: 30—50 Volt, Stromstirke: 1 Amp., VergréBerung etwa 
200. Bei Bakterien und Hefezellen geniigte diese VergréBerung nicht. 
Daher wurde das Substrat auf einen Objekttriger gebracht, mit einem ge- 
stiitzten Deckglase bedeckt und durch Elektroden von Platinscheibchen 
mit dem Stromkreis verbunden. VergréBerung: 500, Abstand der Elektroden 
11/, cm, Spannung: 8—10 Volt, Stromstirke: 1 Amp. 

Es wurden junge, gut goldspeichernde Hyphen von Aspergillus nig. 
ziemlich weitgehend zerkleinert, jedoch so, daB die Mycelteilchen, in Nahr- 
lésung gebracht, kriftig wuchsen, das Mycel also in lebendem Zustande 
erhalten war. Dann wurde es in der Nihrfliissigkeit, aus der die Uber- 
impfung in Goldlésung vorgenommen wurde und Goldspeicherung ergab, 
im Potentialgefille (Spannung 34 Volt) untersucht. Alle Mycelteilchen 
wanderten zur Kathode, waren also positiv geladen. Bei Umkehr des Stromes 
kehrte sich die Wanderungsrichtung ebenfalls um. Durch Erhitzen abge- 
tétete Mycelteilchen verhielten sich ebenso. Ich nahm darauf von dem 
Aspergillusmycel aus der gleichen Nihrlésung und legte es eine Zeitlang 
in je eine schwach alkalische wisserige Fliissigkeit von 0,25% und 0,4% 
Kaliumcarbonatgehalt. In diesen Substraten in den Stromkreis gebracht, 
wandern simtliche Mycelteilchen gleichmaBig zur Anode. Die Wanderung 
kehrte sich um bei Umkehr des Stromes. Das Mycel ertriigt die schwachen 
Alkaligrade; wird es durch Erhitzen abgetitet, so wandert es ebenfalls 
zur Anode. 


4* 
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Das gleiche Resultat ergaben simtliche Organismen, die die Ammon- 
nitratlésung deutlich sauer gemacht hatten: Aspergillus glaucus, alle Peni- 
cilliumarten, Citromyces und Botrytis. Sie alle zeigten in saurer Lésung 
kathodischen, in alkalischer Lésung anodischen Wanderungssinn. Sehr 
interessant war das Verhalten von Oidium lactis. Es bewegte sich in schwach 
alkalischer wiisseriger Lésung kataphoretisch deutlich zur Anode. Wenn es 
eine Zeitlang in einer Lésung von dem gleichen Saiuregrad, den das Gold- 
hydrosol bei positiver Speicherungsreaktion von Oidium lactis hat, lag, 
so wanderte ein Teil der Hyphen und die meisten Sporen deutlich zur 
Kathode, die iibrigen zeigten keine Wanderung. Ebenso verhielt sich 
Mucor muc., der in schwach alkalischen Lésungen zur Anode zog. 

Bei Monilia var. war nie Speicherung des Mycels zu erzielen. Sie wurde 
aus der Ammonnitratlésung, in der sie, wenn auch ziemlich kiimmerlich, 
wuchs, in eine wisserige Kaliumcarbonatlésung von 0,025% K2CO,-Gehalt 
gebracht. Der Alkaligehalt war derjenige, den die Goldlésung Au, ergeben 
hatte. Bei der Untersuchung im Potentialgefille zeigte sie negative Ladung. 
Mycel aus der gleichen Kultur wurde dann in wiisserige 0,045% proz. oxal- 
saure Lésung eingelegt, ein Siuregrad, den die Goldlésung, wie beschrieben, 
gerade noch aushilt. Die kataphoretische Wanderung ist nicht deutlich, 
die meisten Hyphen liegen unbeweglich unter dem Mikroskop. Nach Zusatz 
einer gréBeren Oxalsiuremenge (0,08%), die die Goldlésung aber nicht mehr 
ertriigt, geht sie zur Kathode. Ebenso zeigten die verschiedenen Hefen 
erst nach Zusatz gréBerer Oxalsiuremengen oder stirker dissoziierter 
Sauren (Schwefelsiiure, Salzsiiure 0,01%) kathodischen Wanderungssinn. 
In den vom Gold ertragenen Sauregraden ziehen sie zur Anode. Leider 
konnte ich nie éinzelne Individuen beobachten, die zur Kathode wanderten. 
Wie erwihnt'), fanden sich immer einzelne Hefezellen, die Gold gespeichert 
hatten, also eine positive Ladung trugen, es gelang aber nicht, sie bei der 
Kataphorese herauszufinden. 

Im iibrigen sind diese Versuche eine erfreuliche Bestatigung fiir die 
Annahme der elektrisch verschiedenen Ladung der Pilzzellen, in erster Linie 
der Membranen, entsprechend der Reaktion in ihrer Umgebung und infolge- 
dessen auch eine Erhirtung der Theorie der Metallspeicherung infolge 
elektrisch bedingter Adsorption. 


Die Giftwirkung der Silber- und Kupferlésungen, 

Es bleibt uns die kurze Beschreibung der zweiten auffalligen 
Beeinflussungen der niederen Organismen durch die angewandten 
kolloiden Metalle, die Beschreibung der Hemmungswirkungen, 
die in den Silber- und Kupférlésungen in so deutlicher Weise in 
die Erscheinung treten. 

Wie wir sahen, wurden durch die kolloidale Goldlésung auBer 
einer Herauszégerung der Fruktifikation keine anormalen Ver- 
haltnisse hervorgerufen. 

1) Siehe 8. 47. 
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Wir kénnen also sagen: die Goldhydrosole haben den unter- 
suchten Organismen gegeniiber keine wesentliche Giftwirkung. 

Ganz unbestreitbar sind aber die Hemmungswirkungen der 
kolloiden Silber- und Kupferlésungen. 


Wie wir sahen (Tab. I1I—V), wird das Wachstum der Hyphen von 
Aspergillus, Penicillium und Mucor in allen Ein- und Vielzellkulturen in 
Silberlésungen auch in der groBen Verdiinnung von 0,003% Metallgehalt 
weitgehend zuriickgehalten, nachdem der Keimungsbeginn um mehrere 
Tage verzégert wurde. Weitaus die meisten Sporen keimen tiberhaupt nicht 
und zeigen geringe oder gar keine Quellung, so daB sie anscheinend unver- 
andert in den Lésungen liegen. Werden sie nach 3 Tagen in Nahrsubstrat 
iibertragen, so keimen sie nicht mehr aus. Die einzelnen Arten haben den 
Giftwirkungen der Lésungen gegeniiber ungleiche Widerstandskraft. 
Aspergillus nig. wird am weitgehendsten zuriickgehalten, der Beginn der 
Keimung verzégert sich in seinen Kulturen linger als bei Penicilliumarten, 
es keimen stets weniger Sporen iiberhaupt, und die Mycelschliuche bleiben 
sehr kurz. Von Verzweigung oder Querwandbildung ist wenig die Rede. 
Um ein geringes widerstandsfihiger ist der an sich kriftigere Mucor; sein 
Keimschlauch wird etwas linger, verkiimmert aber auch bald. In den Kul- 
turen mit mehreren Sporen liegen die Verhiiltnisse nicht viel anders. Asper- 
gillus wird auch hier am stirksten beeinflu8t; am wirksamsten scheint iiber- 
all das Elektrokollargol zu sein. 

In Ein- und Vielzellenkulturen von Mucor in verdiinntem Silber- 
hydrosol mit Nahrlésungszusatz (Tab. V) kommt es stets zu reichlicher 
Bildung von Gemmen mit dicker Membran, in die sich das Plasma der 
Hyphen hineinrettet. Sporangienbildung wurde selten beobachtet. In der 
gleichen Lésung (Tab. V) fruktifiziert Aspergillus nie, Penicillium A dagegen 
fingt am 10.—12. Tage, also sehr verspiitet, mit der Konidienabschniirung 
an. An den Konidientrigern sind die hemmenden Wirkungen der Silbersole 
wohl zu erkennen, sie sind weniger kriftig, als es der Art in gewéhnlicher 
Nihrlésung gleicher Konzentration entspricht. Bei den in Tab. III und IV 
zusammengestellten Kulturen wurde nie Fruktifikation beobachtet. 

Alle anderen Schimmelpilze verhalten sich in Lésungen mit 0,003% 
Silbergehalt in der gleichen Weise. Aspergillus glaucus wird ebenso weit- 
gehend gehemmt wie Aspergillus nig., alle Penicilliumarten mit Einschlu8 
von Citromyces kommen etwas besser vorwirts, zeigen aber alle deutlich 
die Spuren der Giftwirkung in der Verzégerung der beginnenden Keimung 
und Conidienabschniirung, in der Verkiirzung des Mycels und der weniger 
kraftigen Ausbildung der Conidientriger. 

Die chemisch hergestellte Silberlésung hat die geringste 
Hemmungswirkung, Elektrokollargol die gréBte, das Fulmargin 
steht etwa in der Mitte von beiden. 

Etwas anders gestaltet sich die Entwicklung der Organismen, 
wenn der Metallgehalt der Lésungen ein ungleicher bleibt, die zur Ver- 


diinnung zugesetzte Nihrlésungsmenge aber iiberall die gleiche ist. 
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In einer Verdiinnung von 20 Teilen Ammonnitratlésung und 1 Teil 
Hydrosol kommen bei einigen Sporen von Aspergillus und Penicillium kurze 
Mycelschliuche zustande, die aber im Kollargol und Elektrokollargol sehr 
kurz und diinn bleiben und bald absterben. Bei Mucor kommt es zu lingerer 
Hyphen- und Gemmenbildung. Die Membran der Hyphen verquillt sehr 
stark, derart, daB die Membrankontur undeutlich wird, und eine breite 
Zone von Gallerte erscheint, die beiderseits die Breite der eigentlichen 
Hyphe erreichen kann. In solchen Schléuchen erscheint das Plasma stark 
lichtbrechend; bei Farbung mit Anilinblau erweisen sie sich als tot. Einem 
Teil der Hyphen aber gelingt es immer, ihr Plasma in eine Gemme hinein- 
zuretten, lebhafte Plasmastrémungen sind leicht zu beobachten. Die 
Gemmen besitzen eine dicke Membran von 1,8—2,54 Durchmesser. 
Sie liegen unveriindert in der Lésung. Nach 4—5 Tagen in Niahrlésung ge- 
bracht, keimt ein Teil von ihnen aus. — Im Fulmargin kommt es bei der 
Verdiinnung Kolloid : Nahrlésung = 1: 20 auch bei Penicillium und Asper- 
gillus zu lingerer Hyphenbildung. Sehr bald stellt sich aber auch hier 
die eben beschriebene Verquellung der Membranen ein, eine Verlangerung 
findet dann nicht mehr statt. Dennoch ist zu erkennen, daB bei dieser Art 
der Verdiinnung das Fulmargin, die Lésung mit dem geringsten Metallgehalt, 
die geringste Hemmungswirkung hat. Das Elektrokollargol hat auch hier 
die gré8te hemmende Kraft. 


Gehen wir zu gréBeren Verdiinnungen tiber, so ist der Unter- 
schied in der Hemmungswirkung der drei verschiedenen Silber- 


lésungen nicht mehr so klar zu erkennen. 


Bei einer Verdiinnung im Verhiiltnis: Kolloid: Nahrlésung = 1: 400 
sind auch einzeln ausgesiite Aspergillussporen bei einer Temperatur von 
20—22° C nach 4 Tagen gut gekeimt. Die jungen Hyphen sind ganz mit 
Plasma gefiillt, Querwinde und Verzweigungen sind normal ausgebildet, 
sonstige Abnormititen sind nicht erkennbar. Vom 6. Tage an beginnt 
jedoch eine krankhafte Verzweigung der Hyphenenden. Diese teilen sich 
so oft, daB eine biischelférmige Anordnung zustande kommt. Neben dieser 
tibergroBen Verzweigung tritt die Entwicklung von kugeligen Riesenzellen 
auf, die endstindig und interkalar an Haupt- und Seitenhyphen erscheinen. 
Sie sind in der GréBe verschieden bei einem Durchmesser von 18—25 u 
und dariiber, bis herunter auf 5—6. Das Mycel, an dem sie sitzen, ist 
3,6—7,2 «u breit, einige Hyphen erscheinen jedoch krankhaft verbreitert. 
Die Membran dieser Riesenzellen ist stark verdickt, 1,5—1,8 « breit. Der 
gréBte Teil der Blasen ist ganz von kérnigem Plasma erfiillt, einige aber ent- 
halten einen mehr oder weniger breiten Plasmabelag und in der Mitte eine 
groBe Vakuole. Die Riesenzellen treten in Einzellkulturen, sowie in groSer 
Menge in Reagensglaskulturen mit mehreren Sporen als Ausgangsmaterial 
auf. Solche enorm groBen Zellen sind schon mehrfach an verschiedenen 
Pilzen beschrieben') und auf verschiedene chemische Ursachen zuriick- 


1) Klebs, 1896, Die Bedingungen d. Fortpflanzung b. einigen Algen 
u. Pilzen. — Boas, Zeitachr. f. Bot. 1919, 8. 153. — Raciborski 1896. 
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gefiihrt worden. Die Aspergillusarten scheinen besonders dazu zu neigen, 
bei Penicillium traten sie in unseren Untersuchungen nie in gleicher Zahl 
und GréBe auf. Die Membran der Blasen nimmt mit Chlorzinkjod eine 
leicht blaue Firbung an, scheint also Cellulose zu enthalten. Bei Einwirkung 
von Jod und Schwefelsiure firbt sie sich aber nicht blau, ebensowenig mit 
Jodalkohol. Schwefelsdure lést sie nicht auf. In der genannten Verdiinnung 
kommt es bei Aspergillus vom 12.—14. Tage an zur Fruktifikation. Gestalt, 
GréBe und Farbe der Sporen sind normal. Werden sie in Niahrsubstrat 
ausgesit, so wichst und fruktifiziert das daraus entstehende Mycel in 
normaler Weise. 

In gréBeren Verdiinnungen treten die gleichen Erscheinungen auf, 
nur in entsprechend geringerem Grade, und die Conidienentwicklung wird 
weniger lange hinausgeschoben. Bei einer Verdiinnung von Kolloid : Nihr- 
lésung = 1: 5000 sah ich noch verhaltnismaBig reichlich verdickte Zellen 
von 11—15,4 Durchmesser mit verdickter Membran interkalar und end- 
stindig. Bei Verdiinnungen von 1: 6000 waren sie nur sehr selten zu finden. 

Ahnliche Erscheinungen zeigt Penicillium A. Bei Verdiinnungen von 
400 Teilen Ammonnitratlésung auf 1 Teil Elektrokollargol erscheinen an 
den Haupthyphen viele verkiirzte und verdickte seitliche Ausstiilpungen. 
Die iibergroBe Verzweigung der Hyphenenden greift auch hier Platz. 
Einige Hyphenenden zeigen keulenférmige Verdickung bis zu ll am 
Ende der Hyphe. Die Sporen haben normale Gestalt und Gré8e und liefern 
nach Aussaat in gewdhnlicher Nahrlésung normales Mycel. Bei einer Ver- 
diinnung von 1 : 5000 fruktifiziert der Pilz am 6.—7. Tage nach der Impfung 
bei einer Temperatur von 15—17° C. Die beschriebenen Verdickungen 
sind aber am Mycel noch ziemlich hiufig bemerkbar. Bei einer Verdiinnung 
von 1: 7000 sah ich sie nicht mehr. 

Bacillus megatherium und brassicae wurden ebenfalls in gréBeren 
Verdiinnungen in Kulturen, die im hiaingenden Tropfen angelegt wurden, 
gepriift. Beide Spaltpilze keimen noch nicht bei 400facher Verdiinnung 
von Elektrokollargol mit Hefewasser. Bei 1000facher Verdiinnung keimen 
einige Sporen aus. Werden die jungen Stibchen von Bac. megatherium 
in die Verdiinnung : Elektrokollargol : Hefewasser = 1: 40 000 gebracht, so 
zeigen sie die Einwirkung des Giftes durch beschleunigte Sporenbildung. 
Bac. Brassicae wird durch diese Verdiinnung nicht mehr beeinfluBt. 

‘Wir kommen zu der Wirkung der kolloidalen Kupferlésung. Da die 
Konzentration des Metalls in ihr nicht bekannt war, so war es nicht méglich, 
die Kulturen aus der Kupferlisung in Vergleich zu setzen mit denen aus 
den Gold-,und Silberlésungen; es eriibrigt sich auch die Angabe der genauen 
Verdiinnungsgrade, bei denen die bestimmten Reaktionen eintreten. Es 
geniigt die Feststellung, daB die Wirkung des Kupfersols ebenfalls eine aus- 
gesprochen hemmende ist. In ganz geringen Verdiinnungen wurde die 
Keimung aller Organismen in Ein- und Vielzellkulturen unterdriickt. Bei 


Flora 82. — Raciborski 1905, Bull. Acad. de sciences de Cracovie. Tanret 
1896. Compt. rend. del Acad. 123, 948, 1896. — Haenicke, Zeitschr. f. 
Bot. 8, 1916. 
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etwas gréBeren Zusitzen von Niéhrsubstrat traten bei Aspergillus, Penicil- 
lium und Mucor die besprochenen Quellungserscheinungen in markanter 
Weise auf, denen das Absterben der Hyphen folgte. Bei noch gréBerer 
Verdiinnung zeigte sich auch hier bei Mucor iibergroBe Gemmenbildung. 
In gleichem Grade trat die Riesenzellbildung bei Aspergillus niger hervor, 
der im Kupfer noch reichlichere und und gréBere Zellen bildete als im Sil- 
bersol. Ebenso erschienen auch bei Penicillium die Verdickungen der 
Membran und des ganzen Mycels, sowie die iibergroBe Verzweigung der 
Hyphenenden. 

Wenn wir diese Wachstumshemmungen tiberblicken, so tritt 
uns die Frage entgegen, durch welche Faktoren sie verursacht 
werden. Die auBerordentlich groBen hemmenden Wirkungen der 
kolloidalen Silberlésungen wurden auch schon auf andere Weise 
festgestellt. Friedenthal?) berichtet, daS nur das positive 
Wasserstoffion und: die elektrisch hergestellte kolloidale Queck- 
silberlésung das Fulmargin an absoluter Desinfektionskraft tiber- 
treffen. Wie wir sahen, durchdringen aber die Metallteilchen die 
Plasmahaut der Zellen nicht, gelangen also nicht in das Innere 
der Zellen und kénnen infolgedessen ihren Tod nicht veran- 
lassen. Das entladene metallische Silberteilchen scheint tiber- 
haupt kine Giftwirkung zu besitzen. Die Membranen nim- 
lich, die aus stark verdiinnten Silberlésungen das Metall fixiert 
hatten, zeigten auch bei stirksten VergréSerungen keinerlei 
Deformationen, wenn das Silber durch 2 proz. Cyankalilésung aus 
ihnen herausgelést wurde. Niemals waren die fiir die Giftwirkung 
in unserem Fall so charakteristischen Quellungserscheinungen 
an ihnen zu erkennen, obgleich sie das Metall zum Teil in groBer 
Menge gespeichert hatten DaB die Silberteilchen an sich nicht 
fir die Giftwirkung verantwortlich zu machen sind, geht auch 
aus Untersuchungen, die von medizinischer Seite vorliegen, hervor. 
Das in das Blut injizierte Silber verschwindet aus ihm in ganz 
kurzer Zeit*) und lagert sich in Endothelzellen, z. B. der Leber ab. 
Dennoch ist es von groBer Wirksamkeit bei Infektionen, die zum 
Teil hervorgerufen werden durch pathogene Organismen, deren 
Erreger sich in der Blutbahn befinden. Seine entgiftenden Wir- 
kungen, die iibrigens nicht allein auf der bactericiden Eigenschaft 
der Sole beruhen sollen, kénnen also kaum an das Metallteilchen 


1) Friedenthal, Diese Zeitschr. Oktober 1919. 
*) Engelen gibt eine Zeit von 7 Minuten an. Arztl. Rundsch. 1914, 
Nr. 20. 
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an sich gebunden sein. Wahrscheinlich ist die Wirkung dieser 
Silberlésungen zuriickzufiibren auf die Bildung von Silberionen’), 
' wie das schon mehrfach betont worden ist. 

Das fiir die Silberlésungen Gesagte, gilt auch fiir das kolloidale 
Kupfer. 


Zusammenfassung. 


Zum SchluB méchte ich die in der Arbeit gewonnenen Resultat 
zusammenfassen. 

Bei der Einwirkung von Metallhydrosolen auf niedere Or- 
ganismen sind zwei Erscheinungen von besonderem Interesse: 

1. die Fixierung der Metallteilchen durch die Organismen, und 

2. die wachstumshemmenden Wirkungen der Hydrosole. 

Die Fixierung der kolloiden Metalle ist abhingig von dem 
Gehalt an organischen Kolloiden in den Hydrosolen. 

Die von den Hydrosolen ausgeiibten Hemmungswirkungen 
sind abhingig von der Art des kolloiden Metalls. 

Bei Abwesenheit eines organischen Kolloids tritt Fixierung 
des Metalls durch die Membranen der Organismen ein. 

Ist der Gehalt an organischem Kolloid groB yenug, um die 
Metallteilchen dauernd vor der Einwirkung der Gele der niederen 
Organismen zu schiitzen, so findet keine Fixierung statt. 

Bei einem Gehalt an organischem Kolloid, der nicht geniigt, 
eine Fixierung vollstandig zu verhindern, ist der Grad der Speiche- 
rung abhingig von der Menge des organischen Kolloids. 

Die Goldlésungen enthalten kein organisches Schutzkolloid, 
daher tritt bei ihnen die Tatsache der Metallspeicherung besonders 
in die Erscheinung. Die Silber- und Kupferlésungen enthalten 
Schutzkolloide zum Teil in betrichtlicher Menge, daher werden 
ihre Teilchen in unverdiinnten Lésungen von den Hydrogelteilchen 
nicht fixiert. Mit der Verdiinnung der Lésungen wird auch der 
Grad des Schutzes verringert, und in geniigend groBen Verdiin- 
nungen findet auch in Silber- und Kupferlésungen Fixierung der 
Metallteilchen statt. 

Die Speicherung tritt wihrend des Lebens der Organismen 
ein. Die Membran nimmt die Farbung der Metallésungen an. Eine 
chemische Verbindung zwischen Membran und Metallteilchen 


1) Zsigmondy, Kolloidchem. 2. Aufl. 8. 190. — Friedenthal, 
Therap. d. Gegenw. 1918. 








58 QO. von Plotho: 


findet nicht statt, dieses bleibt in metallischem Zustande er- 
halten. 

Durch gesteigerte Metallkonzentration werden an sich nicht 
einlagernde Organismen nicht zur Fixierung veranlaBt. 

Alle beobachteten Organismen, die durch ihre Lebensfunk- 
tionen im Substrat saure Reaktion hervorrufen, speichern die 
Metalle in hervorragender Weise. Wird durch ihren Lebens- 
prozeB in besonders gewaihlten Nihrsubstraten alkalische Reaktion 
hervorgerufen, so bleibt die Speicherung aus. Alle Organismen, 
die durch ihr Wachstum ihr Niahrsubstrat alkalisch machen, 
zeigen keine Fixierung. Wird die Reaktion der Metallhydrosole 
modifiziert, so tritt die Speicherung ein, resp. sie bleibt aus, je 
nach der Reaktion des Sols. 

Die Speicherung ist ein Kondensationsvorgang und bedingt 
durch die elektrische Ladung der aufeinander einwirkenden Fak- 
toren. Nur bei entgegengesetzter Ladung findet Aufnahme statt. 
Die Ladung der Membranteilchen der niederen Organismen ist 
abhaingig von der Reaktion ihrer Umgebungsfliissigkeit (positiv 
bei saurer, negativ bei alkalischer Reaktion). Die Metallteilchen 
der unverinderten Goldsole tragen bei jeder Reaktion der Um- 
gebungsfliissigkeit negative Ladung. Daher werden sie in einem 
Medium mit saurer Reaktion von den Hydrogelen fixiert, in al- 
kalischer Lésung nicht gespeichert. 

Die Umladung der Hydrogele wurde durch ihr Verhalten im 
Potentialgefille bestitigt. 

Wachstumshemmungen traten in kolloidalen Goldlésungen 
gar nicht in die Erscheinung. 

Die Wachstumshemmungen waren sehr betrachtllch in kolloi- 
dalen Silber- und Kupferlésungen. In Lésungen von gleichem 
Prozentgehalt des Metalls haben die Kolloide mit den kleinsten 
Teilchen (Elektrokollargol und Fulmargin) die gréBte hemmende 
Wirkung. In Lésungen mit ungleichem Silbergehalt ist das Kol- 
loid mit dem gréBten prozentualen Metallgehalt (Kollargol) dem- 
jenigen mit geringstem Metallgehalt (Fulmargin) tiberlegen. 

Die Widerstandsfihigkeit der Organismen ist verschieden. 
Von den Schimmelpilzen werden Aspergillusarten am weitgehend- 
sten beeinfluBt. Bac. brassicae ist resistenter als Bac. megatherium. 

Die Giftwirkungen auBern sich in der Hinauszégerung der 
Keimung und Conidienentwicklung, in Quellungen der Membranen 





Einflu8 kolloidaler Metallésungen nach Ubertragung des Pilzmycels. 59 


in der Bildung von Riesenzellen, in Verkriimmungen und Ver- 
dickungen des Mycels und der Membran, sowie in Modifikationen 
der Conidientriger. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen an 
Korperfliissigkeiten. 


Der Zustand des Chlors in Serum und Plasma. I. 


Von 
Stefan Ruszny&k. 


(Aus der III. mediz. Klinik Budapest.) 
(Hingegangen am 15. Juni 1920.) 


Den Ausgangspunkt nachstehender Untersuchungen bildet 
eine Mitteilung von Falta und Richter- Quittner’), aus 
welcher hervorzugehen scheint, daB wahrend im Serum das ge- 
samte NaCl sich in freiem Zustande befindet, im Plasma ein 
gewisser Teil hiervon — 10—20% — an Eiwei®, speziell an 
Fibrinogen gebunden ist. Sie bestimmen das _ ,,Gesamtchlor“ 
nach der Methode von v. Kordnyi, bei welcher die organischen 
Bindungen zerstért werden und versuchen das freie Chlor durch 
EnteiweiBung nach Royée-Frisch oder nach v. Hoesslin zu 
isolieren. Indem sie nun fanden, daB, waihrend im Serum die 
Konzentration des freien Chlors mit jener des Gesamtchlors 
iibereinstimmt, hingegen im Plasma die Menge des _,,freien‘ 
Chiors kleiner als die gesamte Chlormenge ist, halten sie die ein- 
gangs erwaihnte SchluBfolgerung fiir gerechtfertigt. Nun ist es 
eine heikle Sache bei der Entscheidung, ob eine gewisse kolloide 
Bindung besteht oder nicht, eine Methode zu verwenden, welche 
eine derart grobe Zustandsinderung der betreffenden Kolloide 
verursacht, wie die EnteiweiBung durch Ausfillung. Man ist 
dabei zwei entgegengesetzten Fehlern ausgesetzt; es kann vor- 
kommen, da bestehende Bindungen zerfallen oder im Gegen- 
teil, daB neue Bindungen entstehen, d. h. in dem vorliegenden 
Falle freies Chlor an den EiweiBniederschlag adsorbiert wird. 
1) Diese Zeitschr. 91, 381. 
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Da es bekannt ist, in wie hohem Grade kolloidale Bindungen 
durch den Dispersitatsgrad beeinflu8t werden, war es angezeigt 
die Frage mittels eines Verfahrens zu priifen, bei welchem Zu- 
standsinderungen der beteiligten Kolloide nicht auftreten. Eine 
solche Methode steht uns in der Ultrafiltration zur Verfigung. 


Methodik. 


Zur Untersuchung wurde meistens das Blut von verschiedenen 
hypertonischen Nierenkranken beniitzt, da in der bendétigten 
Menge dieses am leichtesten zu beschaffen war. Bei der Gewin- 
nung des Plasmas (durchweg Hirudinplasma) und des Serums, 
sowie bei der Bestimmung der Chloride nach v. Koranyi (Ko.), 
Ro yée- Frisch (R.-F.) und v. Hoesslin (H.) hielt ich mich 
an die Vorschriften von Falta und Richter- Quittner. In 
einigen Fallen wurde das Chlor auch mit Hilfe der Mikromethode 
von Bang bestimmt. Zur Ultrafiltration beniitzte ich den be- 
wahrten Apparat von Bechhold. Ich arbeitete mit Kollo- 
diumfiltern von 71/,% bei einem Oxygendruck von 10—12 Atm. 
Filtriert wurde gewohnlich so lange, bis aus einer Plasma- resp. 
Serummenge von 30—60 ccm ein eiweiBfreies Filtrat von 10 bis 
15 ccm abgepreBt werden konnte. Der Gang einer Versuchs- 
reihe war der folgende: Ein Teil des frischgewonnenen Plasmas 
oder Serums wurde im Ultrafiltrationsapparat filtriert; zuerst 
wurde gewoéhnlich im eiweiBfreien Filtrat die Chloridmenge nach 
Volhard bestimmt und sodann im Originalplasma resp. Serum 
mit Hilfe der v. Koranyischen und einer der Ausfillungs- 
methoden. Ebenso wurde das Chlor in der eiweiBreichen Flissig- 
keit, welche auf dem Filter zuriickblieb, bestimmt. 

Es wurden in jedem Falle Parallelbestimmungen ausgefihrt, 
welche immer gut miteinander tibereinstimmten. Die weiter 
unten angefiihrten Zahlen sind die Mittelwerte aus den Parallel- 
bestimmungen und bedeuten die Chlormengen in 100 ccm Filiissig- 
keit, als Natriumchlorid berechnet. Im ganzen stehen mir zehn 
Versuchsreihen zur Verfiigung. 


Versuchsergebnisse. 
Es konnten zuniachst die Befunde von Falta und Richter- 


Quittner bestitigt werden. Es ist Tatsache, daB im Serum 
die verschiedenen Methoden denselben Chlorgehalt ergeben, 
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wahrend im Plasma durch die v. Koranyische Methode eine 
bedeutend héhere Konzentration gefunden wird als mit den 
Ausfallungsmethoden. Hierfiir folgende Beispiele: 


Fall Horn: Nephrosklerose. 
Ko. 
- . 0,588 


Fall Toth: Nephrosklerose. 
Ko. H. 
Plasma... . 0,620 0,550 


Bei der Ultrafiltration zeigte sich jedoch, daB das gesamte Chlor 
sowohl des Serums wie des Plasmas diffusibel ist und quantitativ durch 
das Filter hindurchgeht. 


Fall Helle: Myodeg. cordis. 
von Plasma von Serum 
Ultrafiltrat . . . 0,591 0,585 


Dieses Verhalten konnte auch dadurch verursacht sein, daB die evtl. 
im Plasma bestehende Eiwei8-Chlorid-Verbindung durch die Filtration 
gesprengt wird. Um diese Méglichkeit auszuschlieBen, muBten die Ver- 
haltnisse eingehender untersucht werden. Zunichst war auffallend, daB 
der Chlorgehalt des Ultrafiltrates den sog. Gesamtchlorgehalt des zugehéri- 
gen Plasmas oder Serums regelméBig, wenn auch um ein geringes iibertraf. 
Folgende Beispiele mégen das am besten illustrieren: 





Fall | Substrat | Chlorgehalt 





Plasma 0,573 

Helle Filtrat 0,591 
Plasma 0,620 

Toth Filtrat 0,660 
Serum 0,513 
Filtrat 0.542 
erum 0,528 
Kurucz Piltrat 0.566 
a erum 0,661 
Lowy Filtrat 0,664 


Diese Erscheinung kann dadurch verursacht werden, daB die ge- 
ringen Mengen von unzerstérten Kolloiden, welche bei der Methode nach 
v. Koranyi immerhin in der Fliissigkeit zuriickbleiben, bei der Titrierung 
einen Teil des Chlorgehaltes verdecken, wihrend im ginzlich kolloidfreien 
Ultrafiltrat sich der wirkliche Chlorgehalt bestimmen lé6t. Ich fand tat- 
sichlich in speziell hierauf gerichteten Untersuchungen, da8 bei der Steige- 
rung der bei der nassen Veraschung angewendeten Menge von Kalium- 
permanganat auch die Menge des titrierbaren Chlors merklich ansteigt, 
doch ist der im Ultrafiltrate gefundene Wert nur selten zu erreichen. 

Der Wasserverlust durch Eintrocknung des Ultrafiltrates wahrend 
der Filtration kann diese Erscheinung nicht erkliren. Ich fand in einem 
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Fall, wo die Filtration bei Luftabschlu8 unter Paraffinél vorgenommen 
wurde, einem NaCl-Gehalt von 0,594% im Serum und 0,642% im Ultra- 
filtrate. Dagegen spiclt sicherlich der sog. ,,nichtlésende Raum“ (s. 
Polanyi, diese Zeitschr. 104, 237) eine Rolle. Wenn man diesen 
Raum ,,p“‘ nach der Formel, 
(Acg — Aey)- 100 
P Ac, +f 
berechnet, wobei 4c, den Chlorgehalt des Serums, 4c, den Chlorgehalt 
des Dispersions mittcls (Ultrafiltrat) und ,,f‘‘ den EiweiSgehalt des 
Serums (durchschnittlich 6%) bedeutet, so erhailt man bei dem zuletzt 
erwihnten Versuch 
pw OEE — C808) °100 as 
0,594 -6 nis 

also eine GréBe, welche gut mit den Resultaten Polanyis itberein- 
stimmt. 

Die Frage, ob das Vorhandensein einer Eiwei8-Chlorid-Verbindung 
im Plasma durch die Befunde von Falta und Richter-Quittner be- 
wiesen wird, wurde durch die Untersuchung der Fliissigkeit, welche bei der 
Ultrafiltration iiber dem Filter bleibt, in negativem Sinne entschieden. 
Wie schon erwahnt, erhilt man fiir den Chlorgehalt des Plasmas verschie- 
dene Werte, je nachdem man die Bestimmung nach der Methode von 
v. Koranyi oder nach einer der Ausfillungsmethoden vornimmt. In 
diese letztere Gruppe gehért, wie ich mich dfters habe tiberzeugen kénnen, 
auBer den Methoden nach Reyée-Frisch und nach v. Hoesslin auch 
die Mikromethode nach Bang. In der restierenden Fliissigkeit, welche 
nach der Ultrafiltration iiber dem Filter bleibt (hier als ,,Rest“‘ bezeichnet) 
ist nun die Differenz zwischen beiden Bestimmungsarten noch viel gréBer 
als im Originalplasma. 

Fall Toth: Nephrosklerose. 
H. 


0,550 
0,500 


’ Rest“ bedeutet hier die Fliissigkeit, welche nach Abpressung von 
9ccm Ultrafiltrat aus 50 ccm Plasma verblieb. Der wirkliche Chlorgehalt 
erweist sich mittels der v. Kor4n yischen Methode als unverindert, wihrend 
das ,,freie“‘ Chlor eine bedeutende Verringerung zeigt. 

Im Serum ergeben bekanntlich beide Bestimmungsarten denselben 
Chlorgehalt, wird jedoch das Serum ultrafiltriert, so zeigt sich in der Rest- 
fliissigkeit wiederum eine Differenz zugunsten der v. Koranyischen 
Methode. Im folgenden Beispiel wurden aus 40 cm Serum 12 ccm Ultra- 
filtrat abgepreBt. 

Fall Horn: Nephrosklerose. 
R.-F. 
0,590 
0,354 
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Also zwischen beiden Werten bei Serum kein Unterschied, bei ,,Rest*‘ 
dagegen ein ganz groBer. Es wiire ganz ungerechtfertigt, in diesem Falle 
eine Chlorbindung anzunehmen, Aus diesem Beispiele ist aber noch etwas 
ersichtlich. Die Bestimmung des Chlorgehaltes im Originalserum und im 
Rest ergab nach der Methode von v. Korényi ebenfalls einen Unterschied, 
wahrend im Falle ,,Toth‘’ Plasma und Rest denselben Chlorgehalt auf- 
weisen. Nun unterscheiden sich beide Fille untereinander auch darin, 
da8 im Falle ,,Toth“ das Plasma durch die Filtration nur ca. 1/; seines 
Wassergehaltes (resp. Dispersionsmittels) verlor, wahrend die Menge des 
Ultrafiltrates im Falle ,,Horn“ mehr als 4/, des urspriinglichen Volumens 
betrug. Wurde die Ultrafiltration noch weiter fortgesetzt, so sank auch 
die durch die v. Koraényische Methode nachweisbare Chlormenge be- 
triichtlich, wie das aus folgendem Beispiel gut ersichtlich ist. In diesem 
Falle wurden aus 40 ccm Serum 15ccm Ultrafiltrat abgepreBt, also 3/, 
der Originalmenge. 

Fall Liwy: Nephrosklerose. 


Die Ursache des Unterschiedes zwischen Plasma oder Serum und dem 
dazugehérigen Filtrationsrest kann nur in der Verschiedenheit des Eiwei8- 
gehaltes liegen. Aber dieser selbe Unterschied im EiweiBSgehalte be- 
steht, wenn auch nicht in so hohem Grade, zwischen Plasma und Serum, 
wodurch die Unterschiede bei der Chlorbestimmung eine einfache Erklirung 
finden. Wir haben gesehen, da8 je héher der EiweiSgehalt der Liésung, 
um so gréBer war der Unterschied zwischen dem tatsichlichen und dem 
durch die Fallungsmethoden nachweisbaren Chlorgehalte. Ein Teil des 
Chlors wird eben durch den Eiwei8niederschlag mitgerissen, was bei kleineren 
EiweiBmengen noch keinen Unterschied ausmachen muB, bei héheren Kon- 
zentrationen jedoch einen ansehnlichen Betrag erreichen kann. 


Zusammenfassung. 

Uberblicken wir die kennengelernten Tatsachen, so ergibt 
sich folgendes: Die Angaben von Falta und Richter- Quittner 
tiber das verschiedene Verhalten von Serum und Plasma bei 
der Chlorbestimmung sind richtig. Tatsichlich ergeben bei Serum 
die verschiedenen Methoden denselben Chlorgehalt, wiahrend 
bei Plasma eine Differenz zugunsten der v. Kordnyischen 
Methode sich ergibt. Dieser Unterschied ist jedoch wie aus obigen 
Versuchen hervorgeht, nicht auf das Vorhandensein von ge- 
bundenen Chlor, sondern auf den gréBeren EiweiBgehalt des 
Plasmas zuriickzufihren. Wird der EiweiBgehalt der Fiiissig- 
keit durch Ultrafiltration kiinstlich erhéht, so liBt sich eine 
ahnliche Diskrepanz der )Methoden auch bei Serum nachweisen. 
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Bei noch héherem, in der Natur nicht vorkommendem 
EiweiBgehalte versagt auch die v. Korényische Yethode. 
Die EnteiweiBung durch Ultrafiltration ist die einwandfreieste 
Methode zur Bestimmung des Chlors in eiweiShaltigen Lésungen, 
hat aber fiir die Praxis den groBen Nachteil, daB sie relativ 
groBe Mengen von Substanz benétigt und daB bei der Berech- 
nung der ,,nichtlésende Raum“ beriicksichtigt werden muB. 

Uber die quantitative Bestimnrung von Chlor in Koérper- 
fliissigkeiten liBt sich also folgendes sagen: Die Ausfillungs- 
methoden (Reyée-Frisch, v. Hoesslin und Mikromethode 
nach Bang) ergeben nur dann richtige Werte, wenn der EiweiB- 
gehalt der Lésung einen bestimmten Grad nicht tberschreitet, 
bei héheren Werten, so z. B. schon im Plasma ergeben sie zu 
kleine Chlorwerte. Fiir praktische Zwecke ist die v. Koré- 
nyische Methode allen anderen iiberlegen. 

Der Beweis fiir das Vorhandensein von kolloidal 
gebundenem Chlor im Blute ist bisher noch nicht er- 
bracht worden. 


Biochemische Zeitschrift Band 110. 
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Uber die Reduktion der Salpetersiure in griinen Zellen. 


Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahiem.) 
(Hingegangen am 28. Juni 1920.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Neben einigen Bakterien und Schimmelpilzen sind es vor 
allem die autotrophen Pflanzen, die ihren Stickstoffbedarf aus 
Nitraten decken. Der Stickstoff der Salpetersiure geht hierbei 
in die Reduktionsstufe des Ammoniaks iiber, mit der Assimilation 
des Stickstoffs ist also, summarisch betrachtet, folgender Re- 
duktionsvorgang verbunden: 

HNO; + H,O = NH,;+20,. , (1) 

2. Als Schim per?) fand, da8 der Nitratgehalt griiner Blatter 
nur bei Bestrahlung merklich abnahm, sprach er die Vermutung 
aus, die Nitratassimilation in griinen Pflanzen sei ein lichtchemi- 
scher Vorgang und als solcher der Kohlensiureassimilation an 
die Seite zu stellen. In der Form, in der sie geiuBert wurde, 
hat diese Auffassung einer spiteren Kritik nicht standgehalten. 
Die Stickstoffbilanzen, die Godlewski*) fiir dunkel und hell 
gezogene Weizenkeimlinge aufstellte, lassen keinen Zweifel daran, 
daB Nitrate auch im Dunkeln assimiliert werden kénnen; aller- 
dings war die Verwertung bei Bestrahlung eine bessere, Godlewsk i 
faBte daher seine Ergebnisse in dem heute allgemein arigenom- 
menen Satze zusammen, daB ,,das Licht auf die Verarbeitung der 
Nitrate — begiinstigend einwirkt“. 

3. Die. Fahigkeit, Nitrate oder Nitrogruppen zu reduzieren, 
ist nicht auf die nitratassimilierenden Organismen beschrankt. 


1) Schimper, Botan. Ztg. 46, 65. 1888. 
*) Godlewski, Extrait Bull. Acad. Scient. Cracovie, Juin 1903. 
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Schénbein’) beobachtete, da8 rote Blutkérperchen Nitrate in 
Nitrite tiberfiihren. Nach Neuberg und Welde?*) verwandelt 
girende Hefe Nitrobenzol in Anilin; als Zwischenstufen nimmt 
Neuberg Nitrosobenzol und Phenylhydroxylamin an, da auch 
diese Stoffe durch girende Hefe zu Anilin reduziert werden’). 

Organbreie und zellfreie Fliissigkeiten tierischer oder pflanz- 
licher Herkunft reagieren vielfach mit Nitratsauerstoff, wobei 
niedrigere Oxydationsstufen des Stickstoffs entstehen ; man spricht 
in diesem Fall von ,,Reduktasen“. In der Schardingerschen 
Milchprobe kann das Methylenblau nach Bach‘) durch Nitrat 
vertreten werden, an Stelle von MethylenweiB bildet sich dann 
Nitrit. 

Als Zwischenstufe der Nitratreduktion betrachtet B. Moore‘) 
salpetrige Saure und vermutet, daB diese in bestrahlten griinen 
Blattern entsteht; er stiitzt sich dabei auf die bekannte Tatsache, 
da8 kurzwellige Strahlung Nitrat in Nitrit und Sauerstoff spaltet®). 

4. In nitratassimilierenden Zellen tritt normalerweise die 
Reduktion der Salpetersiure gegen die Oxydation der Brenn- 
stoffe véllig zuriick und konnte deshalb nie direkt gemessen werden. 
Durch einen einfachen Kunstgriff gelang es, die Geschwindigkeit 
der Nitratreduktion so zu steigern, da8 sie der Geschwindigkeit 
der tibrigen Zellvorginge gleichkam oder diese sogar tibertraf. 
Als Versuchsobjekt diente eine kleine isoliert wachsende Griinalge, 
. Chlorella pyrenoidea Chick. aus dem Formenkreis der Chlorella 
vulgaris Beyerink’). Bringt man diese Alge in konzentriertere 
Nitratlésungen oder in Lésungen verdiinnter freier Salpetersiure, 
so beobachtet man keine oder nur eine unbedeutende Beschleuni- 
gung der Nitratreduktion. Da undissoziierte Siuremolekiile 
im Gegensatz zu Salzen und Ionen vielfach schnell in lebende 


Zellen eindringen, lag es nahe, weitere Versuche mit héheren 


1) Schénbein, Journ. f. prakt. Chemie 84, 193. 1861. 

2) Neuberg und Welde, diese Zeitschr. 60, 472. 1914. 

3) Neuberg und Welde, diese Zeitschr. 63, 18. 1914; vgl. auch 
Lipschitz, W., Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chemie 109, 189. 1920. 

4) Diese Zeitschr. 31, 443. 1911; 33, 282. 1911. 

5) Moore, Proc. Roy. Soc. London, Serie B. 90, 158. 1918. 

6) z.B. Warburg, E., Sitzungsber. d. PreuB. Akad. d. Wiss. Physik.- 
mathem. Klasse 1918, S. 1228. 

7) Herrn Dr. v. Wettstein sage ich auch hier fiir die Bestimmung 
der Alge vielen Dank. 
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Konzentrationen an undissoziierter Salpetersiure anzustellen, 
also mit Gemischen von Salpetersiure und Nitrat. Wurde die 
Alge in derartige Gemische eingebracht, so stieg die Geschwindig- 
keit der Nitratreduktion zu auBerordentlich hohen Betragen an, 
indem sie im Dunkeln durchschnittlich 70%, bei Bestrahlung 
200% des Gesamtstoffwechsels ausmachte, in beiden Fallen mithin 
ohne Schwierigkeiten direkt gemessen werden konnte. Hierbei 
blieb die Alge etwa 10 Stunden unverindert griin und teilungsfihig. 
Die Wiedergabe der Versuche zerfallt in folgende Abschnitte: 
I. Versuchsanordnung. 

II. MeBmethoden. Messung des Gaswechsels a) durch Analyse, 
b) nach der Druckmethode. Bestimmung des Ammoniaks. 
Bestimmung der salpetrigen Saure. 

. Extra-Kohlensiure. 

. Ammoniak und Extra-Kohlensiure. Die Gleichung der 
Nitratreduktion. Reduktion und Assimilation des Sal- 
petersiure-Stickstoffs. 

. Trennung der Nitratreduktion von Atmung und Assi- 
milation mittels Blausiure. 

. Thermodynamik der Nitratreduktion. 

. Narkose und Nitratreduktion. 

. EinfluB der Sauerstoffkonzentration. Salpetrige Siure und 
Ammoniak, 

IX. Extra-Sauerstoff und Ammoniak bei Bestrahlung. 

X. Mechanismus der Lichtwirkung. 

XI. Protokolle. 


I. Versuchsanordnung. 


Die Alge wurde, wie friiher beschrieben!), unter Bestrahlung 
mit einer Metallfadenlampe geziichtet. Die Aussaat betrug 
etwa 0,lccm an frischer Zellsubstanz (entsprechend 20 mg 
Trockensubstanz) auf 200 com Knopsche Lésung. Nach 2 Tagen, 
wenn sich die Zellmenge auf etwa das Vierfache vermehrt hatte, 
wurde das Material fiir die Versuche benutzt; altere Kulturen — 
besonders solche, in denen die Algen schon sedimentiert waren — 
sind fiir die Versuche weniger geeignet. 

Die Kulturfliissigkeit wurde zunichst unter mehrmaligem 
Waschen auf der Zentrifuge durch "/,.-Natriumnitratlésung 


1) Diese Zeitschr. 100, 232. 1919. 
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ersetzt und eine neutrale Stammsuspension hergestellt, die 
0,2—0,4 ccm Zellsubstanz auf 10 ccm enthielt. Zur Messung 
der Nitratreduktion wurde 1 Volumen dieser Stammsuspension 
mit 1 Volumen "/;)-NaNO,,-, "/;9-HNO,-Lésung vermischt, so daB 
die Zellen dann — bei einer Suspensionsdichte von 0,1—0,2 ccm 
auf 10ccm — in einer "/,)-NaNO,-, "/199-HNO,-Lésung sus- 
pendiert waren. Die Konzentration an undissoziierter Sal- 
petersiiure in diesem Gemisch, im folgenden kurz als ,,Nitrat- 
gemisch** bezeichnet, berechnet sich?) zu ungefihr 6 - 10-4 
Molen pro Liter und ist etwa 9mal so groB, wie in einer 
1/s9-HNO,-Lésung ohne Nitratzusatz. 10 ccm einer derartigen 
Suspension wurden mit Luft oder anderen Gasmischungen einige 
Zeit geschiittelt und aus-den Verainderungen des Gasraums, die 
analytisch oder manometrisch festgestellt wurden, Sauerstoff- 
und Kohlensiurewechsel berechnet, dann zentrifugiert und in 
den iiberstehenden Flissigkeiten die Reduktionsprodukte der 
Salpetersiure bestimmt. 

Die Mengen an Stoffen, die hierbei auftraten oder verschwan- 
den, waren von der GréBenordnung 10-* bis 10-5 Mole. Fir 
Druckmessungen bedeuten derartige Mengen sehr erhebliche 
Ausschlige; denken wir uns, daB aus einem Raum von 10 ccm 
5 - 10-® Mole eines Gases verschwinden, so zeigt ein angeschlossenes 
Wassermanometer bei Zimmertemperatur eine Druckinderung 


von rund 100 mm. 
II. Me8-Methoden. 


Messung des Gaswechsels durch Analyse. Wenn auch 
das friiher beschriebene Druckverfahren*) einfacher und deshalb 
zur Auffindung neuer Tatsachen geeigneter ist, so muB die Gas- 
analyse doch als die Standardmethode betrachtet werden; sie 
ist unentbehrlich, solange die chemische Natur der im Gaswechsel 
entstehenden und verschwindenden Stoffe nicht bekannt ist. 

Zu den gasanalytischen Versuchen diente ein beiderseitig 
mit Schwanzhihnen versehener flacher Rezipient (diese Zeitschr. 
100, 250, Abb. 7), dessen etwa 20ccm fassender Rauminhalt 
zur Halfte mit Zellsuspension gefillt wurde. Bei geéffneten Hahnen 
in einen Wasserthermostaten versenkt, wurde eine Gasmischung 
bekannter Zusammensetzung durchgeleitet, bis sich die Flissig- 


1) Bogdan, Zeitschr. f. Elektrochemie 12, 489. 1916. 
2) Diese Zeitschr. 100, 230. 1919. 








Rp in ON RRR he EE AS a 
=~. oer 


70 O. Warburg und E. Negelein: 


keit mit dieser ins Gleichgewicht gesetzt hatte; dann wurden die 
Hahne geschlossen und der bei Schlu8 der Hahne herrschende 
Atmosphirendruck notiert. Der Rezipient wurde im Thermostaten 
(diese Zeitschr. 100, 250, Abb. 8) eine passende Zeit, verdunkelt 
oder bestrahlt, geschiittelt und dann durch Schliff mit dem MeB- 
rohr eines Haldaneschen Analysenapparats verbunden; in dieses 
wurde ein Teil det im Gasraum enthaltenen Gase ibergefiihrt, 
wobei eine Entgasung der Fliissigkeit leicht vermieden werden 
konnte. Der Prozentgehalt an Sauerstoff und Kohlensiiure wurde 
nach bekannten Methoden ermittelt. ; 
Die Berechnung des Gaswechsels gestaltet sich folgendermaBen. 
Es sei: 


a der Gesamtdruck im Rezipienten bei Beginn des Ver- 
suchs in mm Hg, 

id der Gesamtdruck im Rezipienten bei Beendigung des 
Versuchs in mm Hg, 

T die Thermostatentemperatur in absoluter Zaihlung, 

p der Sattigungsdruck des Wasserdampfes bei 7’ Grad 
in mm Hg, 

ao, der Absorptionskoeffizient des Sauerstoffs in der Sus- 
pensionsfliissigkeit bei 7’ Grad, 

“co, der Absorptionskoeffizient der Kohlensiure in der 
Suspensionsfliissigkeit bei 7’ Grad, 

Up das Volumen der eingefiillten Zellsuspension in ccm, 

Ug das Volumen des Gasraums in ccm, 

bo booby, der Prozentgehalt der Gasmischung an O,, CO, und N, 
vor dem Versuch, 

bo.bco,bs, der Prozentgehalt der Gasmischung an O,, CO, und N, 

nach dem Versuch, 

die entstandene Menge Sauerstoff in ccm (0°, 760 mm 

Hg), 

Xoo, die entstandene Menge Kohlensaiure in ccm (0°, 
760 mm Hg). 


% 


Dann ist: 


760 100 = 760 =—-:100 
P’ 
760 100 ~=—760 


P’—p%, Pp bo, 


273 
20, (vo p+ #0) | 


273 
«co, = (v4 7 + Uf x0.) ( 
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Der Gesamtdruck P’ nach dem Versuch la8t sich aus dem 
Resultat der Gasanalyse in einfacher Weise berechnen. Da Stick- 
stoff von der Alge weder gebunden noch entwickelt wird, bleibt 
der Partialdruck des Stickstoffs waihrend des Versuchs kon- 
stant. Ergibt die Analyse gleichwohl eine Anderung des Pro- 
zentgehalts an Stickstoff, so muB sich der Gesamtdruck ge- 
andert haben und es gilt: 


ree Ns 
(P — P) 99 = (P P) 700° 


by, 


P’ — p=(P — p) me 
N, 


Aus (4), (3) und (2): 


273 P— b 
seat [ et ao, 760 - 100 & ~= bo ©) 


P—p (by, 


273 A 
<co, = E + UF xo, 760-100 (Fs bco, — beo,) . (6) 


Die eckig eingeklammerten Ausdriicke sind fiir verschiedene 
Versuche konstant, wenn man mit denselben Gas- und Filiissig- 
keitsraéumen und bei derselben Temperatur arbeitet (in den Proto- 
kollen als ,,GefiBkonstanten“ mit Ky und Koo, bezeichnet). 

Der Absorptionskoeffizient des Sauerstoffs wurde fir 25° 
in allen Fallen = 0,028 gesetzt; der Absorptionskoeffizient der 
Kohlensiaure bei der gleichen Temperatur = 0,75, wenn die Sus- 
pensionsfliissigkeit 1/,, molar war, = 0,76, wenn sich die Zellen 
in der etwa 1/,, molaren Knopschen Lésung befanden’). 

Die in das MeBrohr des Haldane-Apparates tibergefiihrte Gas- 
menge betrug im Mittel 7 ccm, die Anderung des Kohlensiure- 
oder Sauerstoffgehalts in dieser Gasmenge wahrend eines Versuchs 
0,2 com, wahrend als Fehler einer Analyse 0,01 com = einer halben 
Einheit der MeGrohrteilung zu betrachten ist. Im Mittel wurde 
also der Gaswechsel auf 5% bestimmt, d. h. mit einer fiir unsere 
Zwecke vollig ausreichenden Genauigkeit. 

Messung des Gaswechsels nach der Druckmethode. 
2 GefaiBe, Nr.I und II, wurden mit je 10 ccm Zellsuspension 
(S in der Abb. 1) beschickt. In den Einsatz (E) von Nr. I wurde 
5proz. Kalilauge gegeben, der Einsatz von Nr. II blieb leer. 


%) Uber die Anderung der Absorptionskoeffizienten mit der Salz- 
konzentration vgl. Geffcken, Zeitschr. f. physikal. Chemie 49, 257. 1904. 





72 O. Warburg und E. Negelein: 


Beide GefiBe wurden darauf durch den Schliff F mit Haldane- 
Barcroftschen Blutgasmanometern verbunden und in einem 
Wasserthermostaten, _ be- 
strahlt oder verdunkelt, wie 
friiher (diese Zeitschr. 100, 
245; Abb. 2) beschrieben, 
geschiittelt. Die Druck- 
messung geschah bei kon- 


zum Manomerer 


stantem Volumen, indem 
der Meniscus der Sperr- 
flissigkeit vor jeder Ab- 
lesung auf dieselbe Marke 
eingestellt wurde. Die mit 
den GefaiBen I und II ver- 
bundenen Manometer zeig- 
ten hierbei verschiedene 
Y-5 Druckanderungen, die im 
ersten Fall, wenn der Gas- 
raum durch Kalilauge frei 
von Kohlensiure gehalten wird, = der Anderung des Sauerstoff- 
partialdrucks, im zweiten Fall = der Anderung des Sauerstoff- 
partialdrucks + der Anderung des Kohlensiurepartialdrucks sind. 

















Zur Berechnung des Gaswechsels bezeichnen wir mit: 
Up das Volumen der eingefiillten Zellsuspension in ccm, 
Ug das Volumen des Gasraums bis zum Ansatz der Mano- 
metercapillare in ccm, 
Vy das Volumen der Manometercapillare bis zum Meniscus 
der Sperrfliissigkeit in ccm, 
9 die Temperatur des Thermostaten in absoluter Zahlung, 
ao, den Absorptionskoeffizienten des Sauerstoffs bei 7’ Grad, 
aco, den-Absorptionskoeffizienten der Kohlensaure bei 7’ Grad, 
ho,, 4oo, die Zunahmen des Sauerstoff- oder Kohlensiurepartial- 
drucks in mm Brodiescher Flissigkeit, 
H,, Hy die beobachteten Druckzunahmen fir die GefaiBe I 
und II in mm Brodiescher Fliissigkeit, 


%o,, Zo, die entstandenen Mengen Sauerstoff und Kohlen- 
siure in cmm (0,760 mm). 
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Fir GefaéB I ist: 
hco, =0; H, = ho, , 
also (vgl. auch diese Zeitschr. 100, 242, Formel 7): 
273 
va + oy oT 
VG 10 


Fir GefaB II ist, indem wir alle Gréfen, die sich auf GefaB II 
beziehen, mit einem Index versehen: 


+ Up Xo, 





«oO, = HH, 


(7) 


(8) 


we 
ip + UF “co, 
©O0, , wages, (9) 


Hy = ho, + ho, - (10) 
Beriicksichtigen wir, daB x9 = x,, da in beiden GefiaBen gleiche 
Mengen an Sauerstoff verschwinden, so enthalten die drei Glei- 
chungen 8, 9 und 10 noch 3 Unbekannte; aufgelést nach zg, 


erhalten wir: 


, 
%—— 
/ , 
, vg + UM 7 
“co, = Hu | 
G 


+ vE Xco, 


10 





, 


3 P 
ve + UF “co, 


1 28 

» 
Arbeitet man mit denselben Flissigkeitsmengen und bei derselben 
Temperatur, so sind fir ein bestimmtes GefaB die eckig eingeklam- 
merten Ausdriicke konstante GréBen (in den Protokollen als 
, GefaBkonstanten“ bezeichnet, und zwar bei Rechnung nach 
Gleichung (11) der Faktor fir Hy, mit ,,GefiSkonstante 1, der 
Faktor fiir xv, mit , ,GefaBkonstante“ 2), die man sich notiert. 
Die Berechnung des Sauerstoff- und Kohlensiurewechsels ist 
dann auBerordentlich einfach. Voraussetzung der Methode ist, 
da8 auBer Sauerstoff und Kohlensiure Gase weder entstehen 
noch verschwinden. Gasanalysen zeigten, daB diese Voraus- 
setzung zutrifft und daB insbesondere bei der Reduktion der Sal- 





(11) 


— Xo 
+ vf Xo, 
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petersdure kein Stickstoff in Freiheit gesetzt wird (Protokolle 15 
und 34). 

Vergleich der gasanalytischen und der Druckme- 
thode. Zur Kontrolle der Druckmethode wurde der Gaswechsel 
griiner Zellen unter verschiedenen Bedingungen gleichzeitig nach 
beiden Verfahren gemessen, wobei gut iibereinstimmende Werte 
gefunden wurden. Als Beispiel fihren wir zwei Versuche an; 
Suspensionsflissigkeit war im ersten Fall reines Nitratgemisch, 
im zweiten Fall Nitratgemisch mit Phenylurethan (Protokolle 1 


und 2). 
Sauerstoff- Kohlensiure- 
arse verbrauch _— produktion 00,/0, 


1 Gasanalyse 0,35 ccm 0,56 ccm 1,6 
Druckmethode 0,36 ccm 0,56 ccm 1,56 


2 Gasanalyse 0,37 ecm 0,47 com 1,27 
Druckmethode 0,39 com 0,50 com 1,28 


Die groéBte Differenz zwischen den nach beiden Verfahren 
erhaltenen Werten betrigt hier 6%, wobei zu beriicksichtigen ist, 
daB in dieser Zahl auch die bei der Abmessung der Zellen ent- 
stehenden Fehler inbegriffen sind. 

Messung der Ammoniakausscheidung. Ilccm Gas 
(0,760 mm) ist gleich 45-10-* Grammolekiilen. Die Ausschlige 
bei den Gaswechselmessungen waren von der GréBSenordnung 
0,l com Gas = 4,5-10-* Grammolekiile. Da es darauf ankam, 
die Ammoniakausscheidung in Beziehung zum Gaswechsel zu 
setzen, so muBten beide GréBen in derselben Zellsuspension 
bestimmt werden, die zu messenden Ammoniakmengen lagen 
also in der GréBenordnung von Milliontel Grammolekiilen. 

Zur Bestimmung diente die colorimetrische Methode nach 
Nessler. Eine Zellsuspension, deren Gaswechsel gemessen 
war, wurde aus den GefaBen (Abb. 1) quantitativ in Zentrifugier- 
gliser iibergespilt, sofort scharf zentrifugiert und die tiberstehende 
Flissigkeit auf ein bestimmtes Volumen aufgefillt. 10 ccm 
wurden dann mit 0,5 com von Nesslers Reagens in einem 
Standzylinder gemischt und derselbe Farbenton in einem zweiten 
Standzylinder durch Verdiinnung einer "/;9)-Ammonchlorid- 
lésung (1 com = 2+ 10-* Grammolekiile Ammoniak) hergestellt. 
Ein Teil der Ammoniakbestimmungen wurde nicht direkt, son- 
dern nach Ubertreiben des Ammoniaks in eine "/;.-HCl-Lésung 
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ausgefiihrt; hierzu wurde die Fliissigkeit mit 1 g Natriumchlorid 
und 2ccm einer normalen Kaliumcarbonatlésung versetzt und 
das in Freiheit gesetzte Ammoniak bei 25° durch einen kriftigen 
Luftstrom nach der Vorschrift Folins') in die Vorlage tber- 
getrieben. Diese kompliziertere Art der Ammoniakbestimmung 
liefert im allgemeinen dieselben Resultate, wie die direkte Be- 
stimmung. Wenn jedoch die Zellen geschidigt werden, wie bei 
niedrigen Sauerstoffdrucken, so treten Stoffe in die AuBenfliissig- 
keit tiber, die die Nesslersche Reaktion stéren. In solchen Fallen 
ist die direkte Bestimmung nicht méglich, die Anwendung des 
Folinschen Verfahrens unumginglich. 

Auch die salpetrige Saure wurde colorimetrisch be- 
stimmt, und zwar mittels «-Naphtylamin - Sulfanilsiure nach 
Ilosvay*). Nach Beendigung der Gaswechselmessung wurde so- 
fort scharf zentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit, je nach 
den besonderen Bedingungen, auf das 10- bis 100fache verdiinnt 
und das Ilosvaysche Reagens hinzugefiigt. 


III. Extra-Kohlensiure (Dunkelversuche). 
Wird die Alge in luftgesattigter K no pscher Lésung suspen- 


diert, so scheidet sie auf ein Volumen veratmeten Sauerstoffs 
ein Volumen Kohlenséure aus. An diesem Verhiltnis andert 
sich im allgemeinen nichts, wenn wir die Knopsche Lésung 
durch andere Fliissigkeiten ersetzen (Tabelle I). 


Tabelle I. 

Suspensionsfliissigkeit CO,: 0, Nr. des Protokolls 
Knop 1,00 6 
2/,9-KH,PO, 1,03 5 
2/,9-NaNO, 1,01 3 
9/19-Na,SO,, /100-H,SO, —_ 1,04 4 


Die Abweichungen von | fallen in die Fehlergrenzen der 
Messungen. 

Bringen wir die Alge in das Nitratgemisch, so steigt der 
Sauerstoffverbrauch um etwa 40% an (Protokoll 7). Ein derartiger 
Anstieg ist nicht auffallend, er wird vielfach in Flissigkeiten 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 37, 161. 1902/03. Abderhaldens Bio- 
chem. Arbeitsmethoden 7, 715. 1913. 
*) Treadwell, Quantitat. Analyse 1913, 8. 291. 
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beobachtet, die permeierende Substanzen, wie Narkotika, Amine, 
Fettsiuren, Blausiiure usw. enthalten (vgl. diese Zeitschr. 100, 
230, Abschn. VII). Bemerkenswert dagegen ist, daB die Kohlen- 
siureproduktion stirker wichst als der Sauerstoffverbrauch. 
In dem Nitratgemisch — und von allen untersuchten Flissig- 
keiten nur in diesem — steigt der Quotient CO, : O, bedeutend 
an, im Mittel auf etwa 1,5 (Protokolle 1, 8, 9, 10 und 11). Unter 
einigen hundert Messungen war der niedrigste Quotient, der ge- 
funden wurde, 1,3, der héchste 2,0, wenn die Zellen jungen Kul- 
turen entstammten. 

Es 1a8t sich zeigen, daB in dem Nitratgemisch Kohlensiure 
zweierlei Herkunft ausgeschieden wird, naimlich erstens At mungs- 
kohlensaéure, deren Menge genau dem Sauerstoffverbrauch 
entspricht, und zweitens Kohlensiure, die bei der Reduktion 
der Salpetersiure entsteht. Die letztere nennen wir Extra- 
Kohlensaure, ihre GréBe ist gegeben durch die Differenz der 
Ausscheidungen an Gesamtkohlensiure und Atmungskohlensiure. 

Die Ausscheidung an Extra-CO, beginnt sofort, nachdem die 
Zellen in.das Nitratgemisch eingebracht sind, und wird dann all- 
mihlich im Lauf von Stunden geringer (Tabelle II, nach Proto- 
koll 14). 

Tabelle II. 





CO,z: O2 Extra-CO, cmm 


1. Stunde 1,6 156 
2. Stunde 1,6 139 
3. Stunde 1,4 87 
4. Stunde 1,3 58 
5. Stunde 1,2 27 























Betrachten wir als MaB des -normalen Stoffwechsels den 
Sauerstoffverbrauch in K nopscher Lésung, setzen diesen gleich 1 
und vergleichen die verschwindenden und entstehenden Stoffe 
nach Molen, so ist in dem Nitratgemiach der Sauerstoffverbrauch 
gleich 1,4, die Ausscheidung an Gesamtkohlensiure gleich 2,1, 
die Ausscheidung an Extra-Kohlensaure gleich 0,7, das ist 70% 
des normalen Stoffwechsels. Der Stoffwechsel der Alge erleidet 
also in dem Nitratgemisch eine tiefgreifende Verinderung; diese 
wird viele Stunden ohne Schidigung ertragen, die Zelle bleibt 
unverandert griin und teilungsfihig. 
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IV. Ammoniak und Extra-Kohlensiure (Dunkelversuche). 


Gleichzeitig mit der Extra-Kohlensiure scheiden die Algen 
ein Reduktionsprodukt der Salpetersiure aus, Ammoniak. 
Suspendiert man 30mg Algen (bezogen auf Trockensubstanz) 
in 10 ccm Nitratgemisch und schiittelt einige Stunden mit Luft 
oder Sauerstoff, so findet man die Suspensionsfliissigkeit etwa 
1/4999 normal in bezug auf Ammonnitrat. 

Ammoniak und Extra-Kohlensiure erscheinen also zusammen 
und beide in keiner anderen Fliissigkeit als dem Salpetersiure- 
Nitratgemisch. Sie sind als Endprodukte eines Vorgangs zu be- 
trachten, in dem die Salpetersiure reduziert wird. Uber die rela- 
tiven Mengen, in denen beide Stoffe ausgeschieden werden, geben 
Versuche Aufschlu8, in denen Ammoniak und Extra-Kohlensiure 
gleichzeitig fiir ein und dieselbe Zellsuspension gemessen wurde. 


Tabelle ITI. 





Extra-CO, | NH3 Mole NHs auf 2 
Milliontel Mole Milliontel MoleMole Extra-CO, 


Versuch Zeit 








1 1. Stunde 12 0,17 
(Protokoll 12) ||_2- Stunde 11 0,55 








1. [ae 2 eee Ses 
. 1. Stunde 7,2 ! a 
(Protokoll 13) |_2- Stunde _ 6,8 |___ 0,35 
oe a 

















3. Stunde | 4,5 1,1 
| 1. Stunde 0,26 
(Protokoll 14) |_2. Stunde a ae 0,41 
| 3. Stunde 0,92 
Tabelle III zeigt, daB die Ausscheidung an Extra-CO, mit 
der Zeit abnimmt, die Ausscheidung an Ammoniak mit der 
Zeit zunimmt, bis in der dritten Stunde auf 2 Molekiile Extra- 
CO, etwa 1 Molekiil Ammoniak erscheint. In dieser Periode ist 
der Vorgang folgendermafen zu formulieren: 


HNO, + H,O + 2C = NH, + 2C0, (12) 
wobei unter C nicht Kohlenstoff zu verstehen ist, sondern eine 


organische Verbindung von der Reduktionsstufe des Koh- 


lenstoffs. 
Was die friiheren Perioden anbetrifft, so fragte es sich, ob 
anfanglich Ammoniak als solches in der Zelle zuriickgehalten wird, 
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etwa durch Adsorption oder Bindung an Saéuren. Zur Priifung 
wurden die Zellen, nachdem sie einige Stunden in dem Nitrat- 
gemisch mit Luft geschiittelt waren, abzentrifugiert und die Sedi- 
mente mit "/,-Salpetersiiure zerstért. Nach Ubersittigung mit 
Kaliumcarbonat wurde dann, der Vorschrift von Folin folgend, 
mit einer Siurevorlage verbunden und bei 25° Luft durchgeblasen. 
In die Vorlage gingen hierbei nur Spuren von Ammoniak itiber. 
Hieraus ist zu schlieBen, daB in Betracht kommende Mengen. von 
NH, oder NHj in der Zelle nicht zuriickgehalten werden. 

Weitere Versuche betrafen die Frage, ob die Reduktion in 
den ersten Stunden andere Wege gehe und Endprodukte, wie 
salpetrige Saure, Stickoxydul oder freier Stickstoff auftriaten. 
Salpetrige Saure lieB sich in den von Zellen abgetrennten 
Zentrifugaten mittels der empfindlichen Diazoreaktion nicht 
nachweisen. Stickoxydul war nach den Gasanalysen aus- 
zuschlieBen; denn die Absorption in der Kalilaugepipette war 
stets nach einmaligem Ubertreiben beendigt, wihrend sich die 
Anwesenheit von Stickoxydul durch eine allmahliche Absorption 
in der groBen Fliissigkeitsmenge hatte verraten miissen. Um 
auf Stickstoff zu. prifen, wurde die Nitratreduktion in fast 
reinem (99,8 proz.) Sauerstoff vorgenommen; nach 2 Stunden 
wurde das Gas in den Analysenapparat iibergefiihrt, in dem 
sich eine bekannte Menge Stickstoff befand. Kalilauge und 
Hydrosulfit absorbierten hierbei das eingefiihrte Gas ebenso 
volistandig, wie den zum Versuch verwendeten Sauerstoff; der 
Gasrest hatte also wihrend der Reduktion nicht zugenommen. 
Beispielsweise betrug der Gasrest vor und nach einem Versuch 
(Protokoll 15) 0,02 ccm, war somit sicher um weniger als 0,01 ccm 
vermehrt, wahrend 0,25 ccm Stickstoff hatten entstehen miissen, 
wenn die Reduktion vorwiegend nach der Gleichung 

2N,0, + 5C = 2N,+5C0, (13) 
verlaufen wire. 

Es scheint also, daB als einziges Endprodukt der Reduktion 
Ammoniak von der Zelle abgegeben wird, jedoch zunichst in 
geringeren Mengen, als nach der Produktion an Extra-Kohlen- 
siure zu erwarten wire. Die Auffassung liegt nahe, daB das in 
den ersten Stunden entstehende Ammoniak teilweise von der 
Zelle zum Aufbau ihrer Leibessubstanz zuriickgehalten, d. h. 
assimiliert wird, und daB erst nachdem die Zelle mit Stick- 
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stoff gesittigt ist, alles neugebildete Ammoniak an die AuBen- 
fliissigkeit abgegeben wird. Wir hitten dann zu unterscheiden 
die Perioden der Assimilation, in der die Salpetersiure 
reduziert und das Reduktionsprodukt zum Aufbau verwertet 
wird, und die Periode der reinen Reduktion, in der eine 
Verwertung nicht mehr stattfindet. 

Diese Auffassung wird gestiitzt durch Versuche mit stick- 
stoffarmen Zellen, die man sich durch Bestrahlung in nitrat- 
freien Lésungen verschaffen kann. Als stickstofffreie Lésungen 
dienten "/;)-NaHCO, oder Knopsche Fliissigkeit, deren Nitrate 
durch Chloride ersetzt waren. In derartigen Lésungen kann 
Kohlensaure tagelang lebhaft assimiliert werden; bei konstanter 
Stickstoffmenge und wachsendem Gesamtgewicht tritt dann eine 
Verarmung an Stickstoff ein. Als stickstoffreiche Zellen bezeich-° 
nen wir solche, die in einer nitratreichen Fliissigkeit bestrahlt 
waren. 

Um vergleichbares Material an beiden Zellarten zu gewinnen, 
wurde eine normale Kultur in 2 Teile geteilt; der eine Teil wurde 
mit einer nitrathaltigen, der andere Teil mit einer nitratfreien 
Lésung auf der Zentrifuge mehrmals gewaschen, beide Teile 
wurden unter Durchliiftung mit kohlensiurehaltiger Luft etwa 
20 Stunden bestrahlt und dann, jeder Teil gesondert, in das 
Nitratgemisch eingebracht. 


Tabelle IV. 





Reese oe Mole 
| CO,g: Og | Milliontel | NH, : 2 Molen 
| Mole Extra-CO, 





1 | Stickstoffreiche Zellen| 1,6 2 0,5 
(Protokoll 16) | Stickstoffarme Zellen . ae * 0 _ 











2 | Stickstoffreiche Zellen| 1,8 36 | 0,5 
(Protokoll 17) | Stickstoffarme Zellen .| 1,7 0 — 











In Tabelle IV sind die Resultate von 2 Versuchen zusammen- 
gestellt, die Versuchszeiten iiberschritten nicht 2 Stunden, lagen 
also innerhalb der Periode des ;,Ammoniakdefizits“. Die stick- 
stoffreichen Zellen verhalten sich, wie oben beschrieben; mit 
der Extra-Kohlensaure erscheint reichlich Ammoniak, jedoch 
weniger als nach Gleichung 12 zu erwarten wire. Die stickstoff- 
armen Zellen scheiden, relativ zum Sauerstoffverbrauch, die 
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gleichen Mengen Extra-Kohlensiure aus, wie die stickstoff- 
reichen Zellen, die Quotienten CO, : O, sind fir beide Zellarten 
nicht sehr verschieden; in bezug auf die Ammoniakausscheidung 
jedoch ergibt sich ein qualitativer Unterschied, die stickstoff- 
armen Zellen geben keine nachweisbaren Mengen Am- 
moniak an die umgebende Flissigkeit ab. 

Das Ammoniakdefizit ist also um so gréBer, je stickstoff- 
armer die Zellen sind oder, wie wir auch sagen kénnen, je gréBer 
ihr Stickstoffbedarf. Wir schlieBen daraus auf eine Assimilation 
des Ammoniaks als Ursache des Defizits und nehmen an, daB in 
dem Nitratgemisch der Stickstoff der Salpetersiure zunachst 
nicht nur reduziert, sondern auch assimiliert wird. Ist dieser 
SchluB richtig, so ergibt sich die Méglichkeit, die Assimilation 
“der Nitrate, geradeso wie ihre Reduktion, direkt zu messen und 
ihre Beeinflussung durch Bestrahlung, Narkotika, Blausdure 
usw. zu untersuchen, ein weites Feld fiir spaitere Versuche. 

Im Zusammenhang dieser Arbeit allerdings bedeutet die 
Assimilation eine unerwiinschte Komplikation, nicht nur, weil 
dabei ein Endprodukt der Reduktion verschwindet und so der 
Messung entzogen wird, sondern auch aus folgendem Grunde: 
Entsteht bei der Assimilation beispielsweise Amidocapronsaure, 
so kénnen wir, analog Gleichung 12, schreiben: 


C,H,,0, + HNO, + 3,5 C = C,H,,NO, + 3,5C0,. © (14) 


Es bildet sich also pro Mol reduzierter Salpetersiture mehr Extra- 
Kohlensaure als bei der reinen Reduktion; solange wir die End- 
produkte der Assimilation nicht kennen, darf die Menge des 
reduzierten Nitrats nicht aus der Extra-Kohlensiure berechnet 
werden. Eine solche Berechnung wird erst in der Periode der 
reinen Reduktion zulissig; hier entspricht der Bildung 
von zwei Molekiilen Extra-Kohlensaure die Reduk- 
tion von einem Molekil Salpetersaure (Gleichung 12). 


Vy. Trennung der Nitratreduktion yon der Atmung und Kohlen- 
siiureassimilation mittels Blausiiure (Dunkelversuche). 


Wie friher beschrieben'), lassen sich Sauerstoffatmung und 
Kohlensiureassimilation der Alge mittels Blausiure trennen, 
und zwar ist die Kohlensiureassimilation von beiden Vorgingen 


1) Diese Zeitschr. 100, 264. 1919. 103, 199 1920 
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der empfindlicheze. Zur Hemmung der Kohlensdureassimilation 
um 50% ist eine 4-10~° normale, zur Hemmung der Sauerstoff- 
atmung um den gleichen Betrag eine 10-! normale Blausaure- 
lésung erforderlich. 

Ahnlich liegen die Verhiltnisse, wenn wir die Algen der gleich- 
zeitigen Wirkung von Salpetersiure und Blausiure aussetzen, 
indem wir sie in blausiurehaltigen Nitratgemischen suspendieren. 
Nach Tabelle V ist hier zur Hemmung der Kohlensdureassimilation 
um 20% eine 10-5 normale Blausiurelésung erforderlich, zur 
Hemmung der Sauerstoffatmung um den gleichen Betrag eine 
10-2 normale Blausiurelésung, d. h. die tausendfache Konzen- 


tration. 
Tabelle V. 








HON Mole pro Liter | |10- s| |10-*|10- +] 10) *] 10-8) Proto- 





Hemmung der Sauerstoffatmung . T z hs) 139%, |26%,| 18 


Hemmung d. Kohlensaureassimilation | 4 }19°/o | | . 





Noch empfindlicher als die Kohlensiureassimilation ist 
die Nitratreduktion. Eine 10~*normale Blausiurelésung 
hemmt die Ausscheidung an Extra-Kohlenséiure und Ammoniak 
um 60—80%, eine 10-5 normale Blauséurelésung um etwa 95% 
(Tabellen VI und VII). Die Nitratreduktion ist somit 20 mal 


Tabelle VI. 











; || won-Mote | OrVer | COvPro- | pytra.co, | Extra-CO,| NH, 
Versuch | pro Liter | Drauch | duktion 10-6 Mole | 10-¢ Mole 
i} bs cmm cmm cmm 








| 
| 


ited i a8 | 387 | 159 | 72 | 1,8 
(Protokoll 20)'_10-* | 249 | 314 | 65 | 29 | 0,28 
10-* | 215 | 297 12 05 | 0 

















2 | 360 | 637 | 977 126 | 26 
(Protokoll 21) | 353 | 363 10 | 045 | 0,1 

















Tabelle VII. 
HCN-Mole pro Liter | 10-* | 10-5 














| Hemmung der Ausscheidung an Extra-CO,/ 59°/, | 92°/, 
_Hemmung der Ausscheidung an NHs - =| 83% 96% 








Hemmung der Ausscheidung an Extra-CO,| 96% 








Hemmung der Ausscheidung an NH, . .| | 96°/, 
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empfindlicher als die Kohlensiureassimilation und 20000 mal 
empfindlicher als die Sauerstoffatmung. 

In der Nitratreduktion verbrennt Kohlenstoff durch gebun- 
denen Sauerstoff, in der Atmung verbrennt Kohlenstoff durch 
freien Sauerstoff. Die Tatsache, daB gleichwohl eine glatte 
Trennung beider Vorgange mittels Blausiure méglich 
ist, zeigt, daB beiden Vorgingen durchaus verschiedene Mecha- 
nismen zugrunde liegen. 

Theorie’). Die spezifische Beeinflussung der Lebensvor- 
ginge durch Blausiure beruht darauf, daB sie Schwermetalle 
aus einer katalytischen wirksamen Form in katalytisch unwirk- 
same komplexe Cyanide iiberfiihrt. Blausiure wirkt in sehr 
kleinen Mengen, weil die in der Zelle wirksamen Schwermetall- 
mengen sehr kleine sind. 

Die Richtigkeit dieser Theorie vorausgesetzt, spielen also 
auch bei der Nitratreduktion, wie bei vielen anderen Lebens- 
vorgingen, Schwermetallspuren eine Rolle. 


VI. Thermodynamik der Nitratreduktion. 
Oxydieren wir Ammoniak in saurer Lésung zu Salpeter- 
siure, so verliuft der Vorgang nach folgender Gleichung: 
NHj + 20, = NO; + H,O+ 2H*. (15) 
Bezeichnen wir mit A die maximale Arbeit, die hierbei 
gewonnen wird, so ist 
NHj - (Po,)? 
A= RT In-N0; (H*)2 
Die Anderungen der freien Energie fir die Uberginge der 
verschiedenen Oxydationsstufen des Stickstoffs ineinander sind 
vor kurzem von H. Pick?) berechnet und die hierbei erhaltenen 
Werte in Form einer Potentialtabelle zusammengestellt. Aus 
dieser Tabelle ergibt sich fir den Ubergang NH} - NO; die 
Anderung der freien Energie zu + 65 500 cal., wenn die Konzen- 
tration der gelésten Reaktionsteilnehmer 1 Mol pro Liter, der 
Druck der gasférmigen Reaktionsteilnehmer 1 Atmosphiire 
ist, Setzen wir diesen Wert in Gleichung 16 ein, so ist (7',)501, = 298 °) 
NH] : (Po,)? 
Aca, = RT Inxo; (H+)? 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 92, 231. 1914. 
2) Zeitschr. f. Elektrochemie 26, 182. 1920. 


—RTInK. (16) 


+ 65500. (17) 
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Lassen wir die Oxydation in unserem Nitratgemisch unter Schiit- 
teln mit Luft vor sich gehen, so ist einzusetzen fir 


Po, = 0-2; NOs=10-'; Ht =—10-?. 
Die NH{-Konzentration andert sich wahrend der Oxydation, 


ihr mittlerer Wert liegt in unserer Anordnung bei 0,5-10~°. 
Legen wir diesen Wert zugrunde, so wird (7'445.), = 298°) 
Aca, = 2740 + 65500 = 68240. 

Um also unter unseren Versuchsbedingungen Salpetersiiure zu 
Ammoniak zu reduzieren, miissen rund 68 000 cal Arbeit zugefiihrt 
werden. Diese Arbeit kénnte durch die Sauerstoffatmung 
geliefert werden; wahrscheinlich war dies von vornherein nicht, 
da die Atmungsarbeit eine wenn auch noch zumeist unbekannte 
Bestimmung in der Zelle hat und nicht anzunehmen ist, daB 
diese Arbeit, wenn die Zellen in das Nitratgemisch eingebracht 
werden, zu einem groBen Teil ihrer friiheren Bestimmung ent- 
zogen werden kann. 

In der Tat wird die zur Reduktion erforderliche Arbeit nicht 
durch die Sauerstoffatmung geliefert, sondern durch einen mit 
der Reduktion gekoppelten Vorgang, in welchem Sauerstoff 
der Salpetersiure und Sauerstoff des Wassers sich mit Koh- 
lenstoff organischer Verbindungen zu Kohlensdure vereinigt. 

Um die Anderung der freien Energie fiir diesen gekoppelten 
Vorgang zu berechnen, denken wir ihn in zwei Phasen verlaufend. 
In der ersten Phase bilde sich Sauerstoff von 1/; Atmosphiren- 
druck nach der Gleichung: 


NO; + H,O + 2H*+ = NHj + 20, — 68000 cal. (18) 
In der zweiten Phase reagiere dieser Sauerstoff mit dem Kohlen- 
stoff eines Kohlenhydrats nach der Gleichung: 
20, + 2C = 2CO, + 2- 115000 cal. (19) 
Die Zahl 115000 cal. ist fiir 1/, Mol Traubenzucker nach der 
Nernstschen Niaherungsformel in derselben Weise berechnet, 
wie der Wert von Pollitzer (98 000 cal.) fiir die Verbrennung 
von amorphem Kohlenstoff. Addieren wir die Gleichungen (18) 
und (19), so erhalten wir fiir den Gesamtvorgang: 
NO; + H,O + 2H+ + 2C = NHj + 2C0, + 162000 cal. (20) 
Unter den Bedingungen unserer Versuche werden also bei der 
Nitratreduktion rund 160 000 cal. Arbeit frei, oder, wie wir auch 
6* 
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sagen kénnen, nutzlos entwickelt, wihrend 68 000 cal. Arbeit 
in Form chemischer Energie der Zelle erhalten bleiben. 

Es berechnet sich so fiir die Nitratreduktion ein Nutzeffekt 
von etwa 30%. 


VII. Narkose und Nitratreduktion (Dunkelversuche). 


Bringt man die Algen in Nitratgemische, denen mittlere 
Konzentrationen eines Narkoticums zugesetzt sind, so gehen sie 
in einigen Stunden unter Braunfarbung zugrunde; werden die 
braunen Zellen abzentrifugiert, so findet man in den iiberstehenden 
Flissigkeiten reichliche Mengen salpetriger!) Siure. An Phenyl- 
urethan geniigt eine Konzentration von 0,026g in 100 ccm = 
1,6-10~-* Molen pro Liter, um diese Wirkung hervorzubringen, 
wihrend héhere Konzentrationen in Knopscher Lésung oder 
Carbonatgemischen unter sonst gleichen Bedingungen *) unschid- 
lich sind. 

Es war deshalb nicht méglich, die Wirkung der Narkotica 
auf die Nitratreduktion in einem ahnlich weiten Konzentrations- 
bereich zu priifen, wie friher®) die Wirkung auf Atmung oder 
Kohlensiureassimilation. Immerhin haben Versuche mit Phenyl- 
urethan ein bemerkenswertes Resultat ergeben. 

Die héchste Konzentration an Phenylurethan, die in mehr- 
stiindigen Versuchen ohne Schiidigung angewendet werden kann, 
ist 0,013% = 0,8-10-* Mole pro Liter Nitratgemisch. Diese 
Konzentration hemmt die Kohlensiureassimilation fast vdllig, 
die Bildung an Extra-Kohlensiure jedoch nur um etwa 30%. 
Wir kénnen uns also mittels Phenylurethan Zellen verschaffen, 
die zwar Salpetersiure noch lebhaft reduzieren, Koblensiure 
jedoch nicht mehr photochemisch zerlegen. Bestrahlungsversuche 
mit derartigen Zellen waren entscheidend fiir die Frage, in welcher 
Weise das Licht die Nitratreduktion beeinfluBt (Kapitel X). 

Einige Resultate fiir Zellen in Nitratgemisch ohne Nar- 
koticum und mit 0,013% Narkoticum sind in Tabelle VIII 
zusammengestellt. 

Die Atmung war in allen Fallen etwas beschleunigt. Be- 
schleunigung der Atmung bewirkt, auch wenn die Ausschei- 
dung an Extra-Kohlensiure unverindert ist, ein Sinken 


1) Vegi. hierzu das folgende Kapitel. 
2) Diese Zeitschr. 100, 265. 1919, und 103, 196. 1920, 
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Tabelle VIL. 








Extra-CO, | Hemmung der 
Lisung Ausscheidungen 
cmm | an Extra-CO, 





— 22)) i | 0,013 “fo P Phenylurethan 





1 | ohne Visnteetion. ; _2 i 33°, 











2 "Tas Phenylurethan he ’ oe ae | 27°/ 
asain |0,013°% Phenylurethan | 13 72 : 








| ohne Phenylurethan a 1,6 210 a 
siscicinchenlinceligmneienismeen 30°/, 


3 
(Protokoll 24) 0, 013 %/, Phenylurethan | “1,35 150 


des Quotienten CO, :0,; die Anderung dieses Quotienten ist 
deshalb hier kein MaB fiir die Hemmung Extra-CO,-Ausscheidung. 

Wird durch eine bestimmte Konzentration Phenylurethan 
die Atmung beschleunigt, die Nitratreduktion ein wenig gehemmt, 
die Kohlensaureassimilation véllig gehemmt, so kénnen wir 
unser Resultat dahin zusammenfassen, dafi die Nitratreduktion, 
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegen Narkotica, zwischen 
Atmung und Kohlensiureassimilation steht. 


VIII. Einflu8 der Sauerstoffkonzentration (Dunkelversuche). 


a) In den bisher beschriebenen Versuchen entsprach die Sauer- 
stoffkonzentration der Nitratgemische der Sittigungskonzen- 
tration fiir 1/; Atmosphire Sauerstoffdruck; der Gasraum der 
SchiittelgefiBe war mit Luft gefillt und anderte seine Zusammen- 
setzung wihrend der Versuche nur unwesentlich. Die Zellen blie- 
ben hierbei, wie erwaihnt, lange Zeit unverindert griin und teilungs- 
fahig. 

Fillt man jedoch den Gasraum der SchiittelgefiBe mit 
Mischungen niedrigen Sauerstoffpartialdrucks oder bringt 
man die Suspensionen in gasdicht verschlossene Zylinder, so 
werden die Zellen bald hellgriin und schlieBlich braun. In 
anderen Filiissigkeiten — der Knopschen Lésung, einer neu- 
tralen Natriumnitratlésung, einer verdiinnten Schwefelsiure- 
lésung — wird eine derartige Wirkung des Sauerstoffmangels 
nicht beobachtet. Freie Salpetersiure zerstért also bei Sauer- 
stoffmangel das Chlorophyll. 

Schon bevor die Zellen ihre Farbe andern, sind sie tot, nicht 
mehr teilungsfihig und nicht mehr imstande, Kohlensaéure zu 
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assimilieren. Der zeitliche Verlauf der Schidigung la8t sich in 
einfacher Weise verfolgen, indem man Proben ein- und derselben 
Zellsuspension verschiedene Zeiten dem Sauerstoffmangel aus- 
setzt und dann unter normalen Bedingungen die Maximalgeschwin- 
digkeit der Kohlensiureassimilation miBt. Bei dem in Tabelle IX 
wiedergegebenen Versuch wurde die Zerstérung des Chlorophylls 
nach etwa 2 Stunden sichtbar, wahrend das Assimilationsver- 
mégen schon nach 1/, Stunde deutlich herabgesetzt, nach 11/, Stun- 
den fast véllig verschwunden war. 


Tabelle IX (Protokoll 25). 
0,1 cem Zellen in 10 com Nitratgemisch. 








Nach Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr von 
RE! ES | ER A 








SS 
| 


Maximale Assimilation in 15’| 60 | 48 | 18 5 
(cmm zersetzte CO.) | | 

b) Bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen erscheint neben 
Ammoniak ein zweites Reduktionsprodukt der Salpetersiure, 
die salpetrige Siure. Nitratgemische, in denen Algen kurze 
Zeit unter Sauerstoffmangel suspendiert waren, geben mit dem 
Diazoreagens beim Erwirmen tiefrote Farbungen. 0,1 ccm Algen, 
in 10 ccm Nitratgemisch suspendiert, scheiden hierbei pro Stunde 
soviel salpetrige Siure aus, daB die umgebende Fliissigkeit in bezug 
auf HNO, 10-5 bis 10-‘normal wird (Protokoll 26). 

c) Die giftige Wirkung des Sauerstoffmangels ist nichts ande- 
res als eine Nitritvergiftung: In einem Nitratgemisch, dem 
10-5 Mole salpetrige Saure pro Liter zugesetzt sind und das 
mit Luft oder Sauerstoff geschiittelt wird, gehen die Algen 
unter denselben Erscheinungen, Verblassung und Braunfirbung, 
zugrunde, wie bei Sauerstoffmangel in anfinglich nitritfreiem 
Nitratgemisch. 

d) Die Nitritbildung wird durch Blausaéure nicht gehemmt. 
Bringt man gleiche Mengen griimer Zellen in gleiche Mengen 
blauséurehaltiger und blausiurefreier Nitratgemische und 
beobachtet bei unterbrochener Sauerstoffzufuhr den zeitlichen 
Verlauf der Verfairbung, so ist kein Unterschied wahrzunehmen. 
Da die Ammoniakbildung durch Blausiure véllig gehemmt wird 
(Kapitel V), so ist zu schlieBen, daB der Reduktion zu Nitrit 
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und der Reduktion zu Ammoniak verschiedene Mechanismen 
zugrunde liegen. Offenbar ist nur die Reduktion zu Ammoniak 
ein physiologischer Vorgang. 

e) Die Ammoniakausscheidung bei Sauerstoffmangel 
ist herabgesetzt (Tabelle X) um so mehr, je linger der Sauerstoff- 
mangel einwirkt (Versuch 2 der Tabelle) oder je weiter die Nitrit- 
vergiftung vorgeschritten ist. Durch Nitrit abgetétete Zellen 
sind nicht mehr imstande, Salpetersiure zu Ammoniak zu redu- 
zieren, bei der Empfindlichkeit dieses Reduktionsvorgangs ein 
zu erwartendes Resultat. 


Tabelle X. 
0,1 ccm Zellen auf 10 ccm Nitratgemisch. 








| Sauerstoffdruck in Zeit Ammoniakausscheidung 


Veownch Atmosphiren in Milliontel Molen 





1 | 0,01 4 Stunden 0,08 
(Protokoll 27) | 0,21 4 Stunden 3,2 














1. Stunde 0,2 
| 2. Stunde 0 


1. Stunde 1,0 
2. Stunde | 3,0 


0,01 











2 
(Protokoll 28) 





0,21 





| 
| 





Wichtiger ist die Frage, ob Sauerstoffmangel auf die Am- 
moniakausscheidung schon wirkt, ehe die Zellen durch Nitrit 
vergiftet sind. Leider laBt sich die Ammoniakausscheidung vollig 
intakter Zellen, nach Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr, nicht 
messen, da die Nitritvergiftung schnell einsetzt. Immerhin ist 
der Vergiftungsgrad nach 30 Minuten (vgl. Tabelle IX) nur etwa 
20%, so daB sich irreversible Folgen der Vergiftung in kurz- 
dauernden Versuchen relativ wenig bemerkbar machen werden. 

In Tabelle XI ist das Resultat eines 30 Minuten dauernden 
Versuchs zusammengestellt, in dem die ausgeschiedenen Mengen 
an Ammoniak und salpetriger Siure'), sowie die gleichzeitig ver- 
atmeten Sauerstoffmengen gemessen wurden. 


1) Bei Zimmertemperatur und den niedrigen Konzentrationen an sal- 
petriger Sdure und Ammoniak wirken beide Stoffe nicht aufeinander, so 
daB die ausgeschiedenen Mengen nebeneinander bestimmt werden kénngn. 
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Tabelle XI (Protokoll 29). 
0,1 ccm Zellen in 10 com Nitratgemisch. 








Im Gleichgewicht ~ Veratmeter | Ausgeschiedenes | Ausgeschiedene 


| 
. 0, NH, : 
mit Sauerstoff von || Milliontel Mole | Milliontel Mole | Milliontel Mole 


























0,01 Atmosphiren 18 0,34 0,26 
0,017 ss 2,4 0,46 0,20 
0,055 * 45 0,9 0,04 
0,21 at oe se 49 1,0 0 





Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB sich alle drei GréBen 
in einem Gebiet niedrigen Sauerstoffdrucks erheblich andern; 
und zwar wird um so mehr salpetrige Séure, um so weniger 
Ammoniak ausgeschieden, je geringer der Sauerstoffdruck. 

f) Theorie. Sinken des Sauerstoffverbrauchs und Bildung 
von Nitrit sind Erscheinungen, die gleichzeitig bei Verminderung 
des Sauerstoffdrucks auftreten. Wir schlieBen daraus, daB ein 
Sauerstoffatom der Salpetersiure veratmet werden kann wie freier 
Sauerstoff. Die Veratmung dieses Sauerstoffatoms tritt zuriick, 
wenn die Konzentration an freiem Sauerstoff eine hohe ist, sie 
wird merklich, wenn der Sauerstoffdruck unter 0,05 Atmosphiren 
sinkt. 

Der EinfluB des Sauerstoffdrucks auf die Ammoniak- 
bildung ergibt sich dann aus der einfachen Annahme, daB die 
in die Zelle eindringende Salpetersiure sofort reduziert wird'). 
Unter solchen Bedingungen ist die Geschwindigkeit der Nitrat- 
reduktion bestimmt durch die Menge Salpetersiure, die in einer 
gegebenen Zeit in die Zelle eindringt, oder die Summe an 
beiden Reduktionsprodukten, NH, + HNO,, ist kon- 
stant. Vermindern wir den: Sauerstoffdruck, so wird das zweite 
Glied der konstanten Summe gréfer, das erste also kleiner. 


1) Trocknet man die Algen durch Uberblasen eines Luftstroms bei 
Zimmertemperatur und nimmt sie wieder in Knopscher Lésung auf, so 
sind sie unverindert, was Form und Farbe anbetrifft; doch ist ihre Grenz- 
schicht zerstért, wie man auf vielfache Weise zeigen kann. Bringt man 
derartige vorbehandelte Algen in das Nitratgemisch und schiittelt mit 
Sauerstoff, so farben sie sich in etwa 10 Minuten braun. Der Versuch 
zeigt, daB in dem Nitratgemisch zwischen dem Innern der lebenden 
Zelle und der umgebenden Fliissigkeit kein Ausgleich der Konzentrationen 
atattfindet. 
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Bildlich gesprochen, gibt es fiir den Strom der in die Zelle 
eindringenden Salpetersiure zwei Kanile; in dem ersten erfolgt 
Reduktion zu Ammoniak, in dem zweiten zu Nitrit. Sinkt der 
Sauerstoffdruck, so hebt sich die Schleuse des zweiten Kanals 
und der Strom in dem ersten wird langsamer. 

Fiir diese Auffassung spricht, daB bei Verminderung des 
Sauerstoffdrucks die Nitritausscheidung, der GréSenordnung 
nach, um den gleichen Betrag steigt, als die Ammoniakausschei- 
dung fallt (Tabelle XI). Eine genauere Ubereinstimmung ist 
nicht zu erwarten, da wir die ausgeschiedenen, nicht die gebildeten 
Mengen der beiden Reduktionsprodukte messen. 


IX. Extra-Sauerstoff und Ammoniak bei Bestrahlung. 

a) Extra-Sauerstoff. Die Menge des von der Zelle in 
einer bestimmten Zeit aufgenommenen oder abgegebenen Sauer- 
stoffs sei %,, die Menge der von der Zelle gleichzeitig aufgenom- 
menen oder abgegebenen Kohlensiure xo, ; Gasaufnahme werde 
negativ, Gasabgabe positiv gerechnet. Als Extra-Gas bezeichnen 
wir dann die algebraische Summe des Sauerstoff- und Kohlen- 
saurewechsels, so daB 

Extra-Gas = 2, + 2¢o, - 

Im allgemeinen ist die Menge der abgegebenen Gase nahezu 
gleich der Menge der aufgenommenen Gase, die Ausscheidung an 
Extra-Gas also sehr klein. In dem Nitratgemisch ist ohne Be- 
strahlung, wie wir gesehen haben, die Kohlensiureabgabe 
gréBer als die Sauerstoffaufnahme, es wird Extra - Kohlen- 
siure ausgeschieden; von einer bestimmten Intensitét der Be- 
strahlung an ist die Sauerstoffabgabe gréBer als die Kohlen- 
siureaufnahme, es wird Extra - Sauerstoff ausgeschieden. 

b) Bestrahlen wir Algen unter Ausschlu8 von Kohlensaure, 
so wird gleichwohl, solange die Zelle lebt, Sauerstoff ausgeschieden, 
der aus Bestandteilen der Zelle — chemisch gebundener Kohlen- 
siure oder anderen Stoffen — stammt. Die Geschwindigkeit 
dieser Sauerstoffproduktion ist in Lésungen von Chloriden, 
Sulfaten oder Phosphaten sehr klein, sie steigt auf den 15- bis 
20fachen Wert, wenn wir die Algen in das Nitratgemisch 
bringen. 

Die Ausscheidung von Extra-Sauerstoff in den Nitratgemischen 
wird verstaindlich auf Grund der Dunkelversuche; nehmen wir 
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an, daB bei Bestrahlung die Dunkelreaktion, in der die Salpeter- 
siure reduziert wird, weitergeht, so mu8 hier das Extra-Gas 
in Form von Sauerstoff erscheinen, da Kohlensiure in einer be- 
strahlten Zelle nicht bestindig ist. Als neue Tatsache jedoch 
kommt hinzu, daB Extra-Gas und Ammoniak bei Bestrahlung in 
sehr viel gréBeren Mengen auftreten als im Dunkeln. 











Tabelle XII. 
Lichtquelle 150 Kerzen in 4 ccm Entfernung. 














Extragas Ammoniak Mole Ammoniakauf 






























Versuch Milliontel Mole | Milliontel Mole | 2 Mole Extragas 
1 ‘dunkell — 7,2 (CO,) 1,6 0,44 
(Protokoll 30) | hell 20,7 (Os) 5,6 0,54 
2 dunkell 5,9 (CO,) _ 14 0,5 
(Protokoll 31) ) hell 16,7 (O.) 4,4 0,5 














3 dunkell 5,9 (CO,) 1,2 jamb Sins Sal 
(Protokoll 32) hell | 14,4 (O,) 2,4 0,33 




















4 dunkel 1,4 (CO,) 
(Protokoll 33) | ell 12,2 (O,) 






































Versuch 1 bis 3 der Tabelle XII zeigen, in welchem Ma8 
Extra-Gas- und Ammoniakausscheidung im allgemeinen durch 
Bestrahlung beschleunigt werden; es erscheint 21/,—3 mal soviel 
Extra-Sauerstoff, als Extra-Kohlensiure im Dunkeln, und gleich- 
zeitig die 2—3fache Menge an Ammoniak. 

Betrachten wir wiederum, wie im ersten Kapitel, als Ma des 
Gesamtstoffwechsels die Dunkelatmung in Knopscher Lésung 
und vergleichen die verschwindenden und entstehenden Gase 
nach Molen, so betrigt der bei Bestrahlung auftretende Extra- 
Sauerstoff rund 200% des Gesamtstoffwechsels. Diese tiefgreifende 
Veriinderung der Lebenstitigkeit wird lange Zeit ertragen, ohne 
daB die Alge zugrunde geht. 

Versuch 4 ist mit Zellen einer alten Kultur angestellt, in denen 
die Dunkelreduktion der Salpetersiure relativ langsam verlauft; 
hier steigt die Extra-Gasbildung bei Bestrahlung auf das 9fache. 

c) Sind die Endprodukte der Nitratreduktion Sauerstoff und 
Ammoniak, so lautet die Gleichung der Reduktion 


HNO, + H,O = NH, + 20,. (1) 
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Hiernach miiBte mit 2 Molen Extra-Sauerstoff 1 Mol Ammoniak 
erscheinen, wahrend (letzte Spalte der Tabelle XII) nur 0,3—0,5 
Mole Ammoniak gefunden werden. Auch wenn man die Aus- 
scheidung beider Stoffe 8 Stunden lang verfolgt, findet man keine 
Anderung zugunsten der Gleichung 1. Es besteht also, gegeniiber 
dem Extra-Sauerstoff, ein ,,Ammoniakdefizit‘‘, zu dessen Er- 
klarung nach anderen Reduktionsprodukten der Salpetersiure 
gesucht wurde. 

Sal petrige Saure lieB sich mittels der empfindlichen Diazo- 
reaktion nicht nachweisen, Stickoxydul war nach dem Verlauf 
der Gasanalysen (vgl. Kap. IV) auszuschlieBen. Auch Stick- 
stoff, der nach Gleichung 

2N,0, = 2N, + 50,. (21) 
entstehen kénnte, bildet sich, wie eingehende Versuche zeigten, 
nicht; die Gasreste blieben wahrend der Reduktion konstant 
(Protokoll 34). 

Es scheint demnach, daB andere Reduktionsstufen der Sal- 
petersiure neben Ammoniak nicht auftreten und daB das Ammo- 
niakdefizit auf eine Stickstoffassimilation zuriickzufihren ist. 
Die Reduktion nach Gleichung 1 wire dann mit anderen Re- 


duktionsvorgingen gekoppelt (Gleichung 14, Kap.IV), die neben 
der Nitratreduktion Quellen des Extra-Sauerstoffs sein kénnten. 
Ebenso liegen die Verhiltnisse anfinglich im Dunkeln; wihrend 
jedoch hier die Assimilation allmihlich gegen die Reduktion 
zuricktritt, wird bei Bestrahlung offenbar die Koppelung zwischen 
Assimilation und Reduktion nie gelést. 


X. Mechanismus der Lichtwirkung. 


a) Folgt bei Bestrahlung auf die Dunkelreaktion 
HNO, + H,O + 2C = NH, + 2CO, + 162000 cal. (12) 
die Reaktion 

2CO, = 2C + 20, — 230000 cal. (22) 
so fallt die Kohlensiure, wie die Addition beider Gleichungen 
ergibt, aus der Bilanz heraus und wir erhalten fiir den Anfangs- 

und Endzustand 
HNO, + H,O = NH, + 20, — 68000 cal. (1) 
Hierbei spielt die Kohlensiure als Zwischenkérper 
eine wichtige Rolle, indem durch ihre Vermittlung die zur Nitrat- 
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reduktion erforderlichen 68000 cal. Arbeit von der absorbierten 
Strahlung geleistet werden. 

Diese Auffassung erklirt zunichst nur, daB bei Bestrahlung 
als Endprodukt der Reduktion statt Kohlensiure Sauerstoff 
erscheint, jedoch nicht, warum mehr Sauerstoff erscheint als 
Kohlensaure. 

Die Frage, in welcher Weise Bestrahlung die Reduktion 
beschleunigt, konnte durch einen einfachen Versuch beant- 
wortet werden. Bestrahlt man narkotisierte Zellen, in denen die 
Dunkelreduktion der Salpetersiure nur wenig, die Kohlensiure- 
assimilation fast véllig gehemmt ist'), so steigt die Ausscheidung 
an Extra-Gas um einen &hnlichen Betrag, wie bei Bestrahlung 
normaler Zellen; das Extra-Gas in der Narkose ist je- 
doch kein Sauerstoff, sondern Kohlensiure (Tabelle 
XIII). Es geht daraus hervor, da8 Bestrahlung den Vorgang 
nach Gleichung 12 beschleunigt, und da8 zwei durchaus ver- 
schiedene Wirkungen der Bestrahlung zu unterscheiden sind, 
die Kohlensiureassimilation, in der die absorbierte Strahlung 
Arbeit leistet, und die Beschleunigung eines von selbst verlaufen- 
den Vorgangs. 






















Tabelle XIIT. 
Nitratgemisch, 0,013% Phenylurethan. 


















































Extra-CO, hell 
- : 
Versuch Extre-CO, com Extra-CO, dunkel 

1 dunkel 0,1 2.3 
(Protokoll 351) |“hell*) 0,28 

2 | dunkel 0,15 1.9 
(Protokoll 35 IT) hell*) 0,28 , 

3 | dunkel 0,09 2.9 
(Protokoll 36) hell» 0,26 ' 













*) 150 Kerzen in 4 cm Entfernung. 





b) Liegt der Beschleunigung der Nitratreduktion und der 
Kohlensaureassimilation derselbe photochemische Primirvorgang 
zugrunde, so ist zu erwarten, daB wir ahnliche Wirkungen beobach- 
ten, wenn wir gleiche Mengen Strahlung absorbieren lassen. 
Zur Priifung dieser Frage wurden die Geschwindigkeiten der 


1) Vgl. Kapitel VII. 
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Nitratreduktion und der Kohlensiéurereduktion bei verschiedenen 
Bestrahlungsintensitaten verglichen. 

Nach friheren Versuchen wird die Wirkung der Bestrahlung 
auf die Kohlensaurereduktion fiir unser Versuchsobjekt bei eini- 
gen 100 Meterkerzen (Nitralampe) merklich und wichst bis zu 
Bestrahlungsintensitaéten von einigen 10000 Meterkerzen4). In 
einem Gebiet gleicher Intensitét beginnt und wiichst die Wir- 
kung auf die Nitratreduktion, wie Tabelle XIV zeigt. 








Tabelle XIV. 


| : fe pees | ~ ‘Extragas hell minus 
Versuch | Intensitat der Bestrahlung | Extragas | Extragas dunkel in ccm 
\ |= Wirkung der Bestrahlung 


1 dunkel Se | 016 {aoe hy ee 
(Protokoll 30)| ( BE” 3h ee _ Se 
| Uber 20000 Meterkerzen| 0,46 | 0,0 


dunkel | os 


9 re Sem. ARDS cae Rae SN 
(Protokoll 31) 500 Meterkerzen | 0,22 | = 0,09 


tiber 20000 Meterkerzen | 0,37 | 0,24 














c) Theorie. Wird die Geschwindigkeit der Nitratreduktion 
durch die Menge Salpetersiure bestimmt, die in einer gegebenen 
Zeit in die Zelle eindringt, so kann eine Beschleunigung nur ein- 
treten, wenn sich der Aufnahmemechanismus dndert. In einer 
derartigen Anderung sehen wir zunichst den wahrscheinlichsten 
Grund fiir die beschleunigende Wirkung der Bestrahlung. 


XI. Protokolle. 
Versuchstemperatur-: 25 Grad. 
»@; Gasanalytische Methode. Xo, nach Gleichung 5, Xoo, nach 
Gleichung 6 berechnet. 
»D“: Druckmethode. zo, nach Gleichung 7, x,o, nach Gleichung 11 
berechnet. ,,Stickstoff‘ bei den Luftanalysen bedeutet den Gasrest der 
Luft, also Stickstoff + Edelgase. 


Nr. 1. Vergleich der gasanalytischen und der Druckmethode. 


Zellmaterial: In /,9-NaNO,, ®/i99-HNO,. Fiir Gasanalyse die 
doppelte Zellkonzentration, wie fiir Druckmethode. 

a) Gasanalyse. In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension einge- 
fiillt, bei 25° mit Luft gesittigt. Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 
753 mm Hg. 

%=10; v= 11,9; Ko, = 11,3; Keo, = 18,5. 


1) Diese Zeitschrift 100, 256. 1919. 
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Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch; 
0% CO,, 20,9% Sauerstoff, 79,1% Stickstoff. 

Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stick- 
stoff im Apparat 6,16 ccm. Gasvolumen nach Einsaugen der Gas- 
probe: 12,48 com. Eingesaugt: 6,32 com. Nach Absorption durch Kalilauge: 
12,28 com. Nach Absorption durch Hydrosulfit: 11,16 com. CO, = 0,20 com 
= 3,16%. O, = 1,12 com = 17,7%. N, = 79,1%. 














co, 
Zoo, = +0,56 com; —— = 1,6. 
2 OQ, 
b) Druckmethode. Je 10 ccm Zellensuspension in die GefiBe I 
und II eingefiillt. In I 2ccem KOH. Gasraum Luft. 
Glas I: »» =12; v,=1,8; vg = 20,7. Konstante 2,06. 
Glas II: v»= 10; vy =—1,3; v, = 18,3. 1. GefaiSkonstante 2,6. 
2. GefaéBkonstante 1,42. 
Beobachtete Druckinderung in 60 Minuten in Glas I: —87 mm; 
Glas IT: +9 mm. 


Lo, = —0,35 ccm; 









%, = —179 cmm; Xoo, = +278 cmm; “ = 1,56, 
2 
c) aus a) und b), auf gleiche Zellmengen berechnet: 







Sauerstoff- Kohlensiure- co, 
verbrauch produktion 0 
Gasanalyse 0,35 com 0,56 ccm 1,6 





Druckmethode 0,36 ccm 0,56 ccm 1,56 








Nr. 2. Vergleich der gasanalytischen und der Druckmethode. 


Zellmaterial: In ®/,9-NaNO;, ®/;99-HNO;, 0,013% Phenylurethan. 
Fiir Gasanalyse die doppelte Zellkonzentration, wie fiir Druckmethode, 
a) Gasanalyse. In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension eingefiillt, 
bei 25° mit Luft gesittigt. Barometerstand bei SchluB der Hihne 757 mm Hg. 


vy =10, vg= 10,7, Ko,= 10,12, Keo, = 17,34. 


Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% CO,, 
20,9% 0,, 79,1% N, . 

Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff 
im Apparat: 7,12 com; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe: 
13,13 com; eingesaugt: 6,01 ccm; nach Absorption durch Kalilauge: 
12,96 com; nach Absorption durch Hydrosulfit: 11,92 com. CO, = 0,17 ccm 
= 2,838%, O, = 1,04 com =17,3%. N, = 79,9%. 











: co, 
%, = —0,37 com; oo, = +0,47 com; a ea 1,27. 
2 
b) Druckmethode. Je 10 com Zellsuspension in die GefaBe I und IT 
eingefiillt. In den Einsatz von I 2 com Kalilauge. Gasraum Luft. 
Glas I: v, = 12; vy = 1,1; vg = 24,9. GefiBkonstante: 2,42. 
Glas TI: vy = 10; vy = 1,2; vg = 28,0. 1. GefiBkonstante: 3,5. 
2. GeféBkonstante: 1,28. 
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Druckinderung in Glas I nach 60 Minuten: —81 mm, 
Druckianderung in Glas II nach 60 Minuten: 0 mm. 
to, = —196 cmm; = Xo, = +251 cmm; — * = 1,28. 
2 
c) aus a und b, auf gleiche Zellmengen berechnet: 


Sauerstoff- Kohlensdure- co, 
verbrauch produktion ra) 


Gasanalyse 0,37 com 0,47 com 1,27 
Druckmethode 0,39 ccm 0,50 com 1,28 


pon: ig 
Nr. 3. Quotient 0 in "/,9-NaNO, (D). 
2 

Je 10 com Zellsuspension wurden in die GefaiBe I und II eingefiillt, 
in den Einsatz von Glas I 2 ccm Kalilauge. Suspensionsfliissigkeit war 
eine 1/,, normale Natriumnitratlésung. Gasraum Luft. 

Glas I: v, = 12, vy = 1,1, vg = 24,9, GeféBkonstante 2,42. 

Glas II: v4» = 10, vy=1,2, v= 28,0, 1. GefaBkonstante 3,5, 


2. GefaBkonstante 1,28. 
Druckinderung in Glas I nach 60’: 
Druckanderung in Glas II nach 60’: 
0, 105 


uotient —— = ——— = 1, 
e Og 104 


—43 mm. %, = —104cmm. 
—8 mm. Zo, = +105cmm. 


CO. 
Nr. 4. Quotient r< in Schwefelséure-Sulfatgemisch (D). 
2 


Je 10 ccm Zellsuspension wurden in die GefaiBe I und II eingefiillt, 
in den Einsatz von Glas I 2 ccm Kalilauge. Suspensionsfliissigkeit war 
eine ®/,9-Na.SO,, ®/199-H,SO,-Lésung. Gasraum Luft. 


Glas I: vy, =12, vy=11, v= 24,9, GefiBkonstante 2,42. 
Glas II: vy» = 10, vy =1,2, vg = 28,0, 1. GefaBkonstante 3,5, 
2. GefaBkonstante 1,28. 
Druckinderung in Glas I nach 60’: —42 mm. 2, = —102 cmm. 
Druckiinderung in Glas II nach 60’: —7 mm. 20, = +106 cmm. 
106 


co 
Quotient —=—=!1 ; 
Og 102 


CO, 
Nr. 5. Quotient > 2 in Kaliumphosphatliésung (@). 
2 
In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension eingefiillt. Suspensions- 
fliissigkeit ™/,)>-KH,PO,-Lésung. Bei 25° Luft durchgeleitet bis zur 
Sattigung. Barometerstand bei SchluB der Hihne 750 mm Hg. 
te=10, vw=U9, Ko =11,3, Koo= 185. 


Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: 
0% CO,, 20,9% O,, 79,1% N,. 
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Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 120 Minuten: 
Stickstoff im Analysenapparat 9,88 ccm; Gesamtvolumen nach Einsaugen 
der Gasprobe: 16,74 ccm. Eingesaugt 6,86 ccm. Nagh Absorption durch 
Kalilauge 16,47 ccm; nach Absorption durch Hydrosulfit 15,45 ccm. 
CO, = 0,27 com = 3,94%. O, = 1,02 com = 14,9%. N, = 81,2%. 


co. 
Xo, = —0,65 com , co, ae +0,67 com , = = 1,03. 


CO. 
Nr. 6. Quotient og in Knopscher Lésung (@). 


2 
In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension eingefiillt. Suspensions- 
fliissigkeit Knopsche Lésung. Bei 25° Luft durchgeleitet bis zur Sattigung. 

Barometerstand bei SchluB der Hihne 750 mm Hg. 


ty=10, %=11,9, Ko =113, Koo, = 18,5. 


Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: 
0% CO,, 20,9% O,, 79,1% N,. 

Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 120 Minuten: 
Stickstoff im Analysenapparat 7,01 com; Gesamtvolumen nach Einsaugen 
der Gasprobe 14,11 ccm. Eingesaugt 7,10 ccm. Nach Absorption durch 
Kalilauge 13,95 cem. Nach Absorption durch Hydrosulfit 12,71 ccm. 
CO, = 0,16 com = 2,25%. O, = 1,24 com = 17,5%. N, = 80,3%. 


















COg 
Zoo, = +0,38 com, ——=I1. 
2 O2 


Lo, = —0,38 ccm , 


' 1 Nr. 7. Sauerstoffverbrauch in Knopscher Lésung und in dem 
et Nitratgemisch (D). 
Be Je 10 ccm Zellsuspension wurden in Glas I und II eingefiillt, in die 
Pe Einsitze beider Glaser 2 com Kalilauge. Suspensionsfliissigkeit in Glas I 
at war Knopsche Lésung, in Glas II ®/,,-NaNO,, ®/,99-HNO,. Gasraum Luft. 
a Glas I: v» =12, vy=1,1, v=23,8, GefaéBkonstante 2,23. 
Glas II: 4» =12, vy=1,1, v= 24,9, GefiBkonstante 2,42. 
Druckiinderung in Glas I nach 60’: —65 mm. 29, = —145 cmm. 
Druckinderung in Glas II nach 60’: —82 mm. 2, = —198 cmm. 
Resultat: In dem Nitratgemisch wird etwa 40% mehr Sauerstoff 
verbraucht, als in der Knopschen Lésung. 









O, 





Nr. 8. Quotient 
- 2 
In den Rezipienten 10 cem Zellsuspension eingefiillt. Suspensions- 
fliissigkeit ®/,)-NaNO,, ®/,99-HNO,. Bei 25° bis zur Sattigung Luft durch- 
geleitet. Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 754 mm Hg. 


Up = 10,0 , Ug = 9,7 > Ko= 9,2 + Keo, = 16,4 . 


Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: 
0% CO,, 20,9% O,, 79,1% N,. 





in Nitratgemisch (@). 
















# 
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Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 120 Minu- 
ten: Volumen der in den Analysenapparat eingesaugten Gasprobe 
5,57 ccm. Nach Absorption durch Kalilauge 5,15 ccm. Nach Absorption 
durch Hydrosulfit 4, 48 com. CO, = 0,42 com = 7,54%. O, = 0,67 ccm = 
12,03%. N, = 80,4%. 


Lo, = —0,8 ccm, Xoo, = +1,16ccm, Extra-CO, =0,36ccem, < = 1,45 


CO. 
Nr. 9. Quotient ty in Nitratgemisch (@). 


2 
In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension eingefiillt. Suspensions- 
fliissigkeit ®/,)-NaNO,, "/;99-HNO,. Bei 25° bis zur Sattigung Luft 
durchgeleitet. Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 751 mm Hg. 


ty = 10,0, 4 =9,7, Ko, =9,2, Keo, = 164. 


Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% CO,, 
20,9% O,, 79,1% N,. 

Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 120 Minuten: 
Volumen der in den Analysenapparat eingesaugten Gasprobe 7,07 ccm. 
Nach Absorption durch Kalilauge 6,67 ccm. Nach Absorption durch 
Hydrosulfit 5,65 com. CO, = 0,40 com = 5,66%. O, = 1,02 com = 14,4%. 
N, = 80,0%. 


co 
Lo, = —0,59 com, Xoo, = + 0,88 com, Extra-CO, = 0,29 ccm, rig = 1,5. 


CO. 
Nr. 10. Quotient ee, in Nitratgemisch (@). 
2 
In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension eingefiillt. Suspensions- 
fliissigkeit /,9-NaNO,, "/;99-HNO;. Bei 25° bis zur Sattigung Luft 
durchgeleitet. Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 761 mm Hg. 


tp = 10,0, v= 10,7, Ko,=10,1, Keo, = 17,3. 


Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% CO,, 
20,9% 0,, 79,1% N,. 

Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff 
im Analysenapparat: 6,97 com Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gas- 
probe: 13,38 ccm. Eingesaugt 6,41 ccm. Nach Absorption durch Kali- 
lauge 13,20 ccm. Nach Absorption durch Hydrosulfit 12,07 ccm. CO, = 
0,18 com = 2,81%. O, = 1,13 com = 17,6%. N, = 79,6%. 


CO. 
Zo, = —0,34cem, Xo, = +0,47 ccm, Extra-CO, = 0,13 ccm, = = 14. 


CO 
Nr. ll. Quotient — in Nitratgemisch (D). 
2 
Je 10 ccm Zellsuspension in die GefaiBe I und II eingefiillt, in den 
Einsatz von Gefi8 I 2 ccm Kalilauge. Suspensionsfliissigkeit ®/,)-NaNO,, 
®/,00°-HNO;. 
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GefaB I: vy = 12, vy = 1,2, vg = 24,5. GefaiBkonstante 2,4. 
GeféB II: vy = 10, vy = 1,1, vg = 25,8. 1. GefiBkonstante 3,24, 
2. GefaBkonstante 1,3 
Druckinderung in Gefi8 I nach 60’: —48mm. x, = —115 cmm. 
Druckinderung in Gefi$ IT nach 60’: +10mm. zoo, = +182 cmm. 
COg = 182 


Extra-CO, = 67 cmm, Quotient —— = -——- = 1,6, 
Og 115 


Nr. 12, Extra-Kohlensiure und Ammoniak. 

50 cem Zellsuspension. Suspensionsfliissigkeit ®/,.-NaNO,, ®/:99-HNO,. 
Davon je 10 ccm in Glas I und II fiir Gaswechselmessung nach Druckmethode, 
je 10 ccm in drei weitere Glaser fiir kolorimetrische Ammoniakbestimmung. 
Gasraum in beiden Fillen Luft. Die Druckiinderungen in den Glisern I 
und II wurden fortlaufend 4 Stunden lang beobachtet; zur Ammoniak- 
bestimmung wurde nach einer, zwei und vier Stunden der Inhalt je eines 
Glases in ein Zentrifugierglas tibergespiilt und im Zentrifugat der Ammoniak- 
gehalt ermittelt. 

a) Gaswechsel (D). In den Einsatz von Glas I 2 ccm Kalilauge. 

Glas I: vp, = 12, vy = 1,3, vg = 20,7, GefiBkonstante 2,06. 

Glas II: »» = 10, vy = 1,3, vg = 18,3, 1. GefaiBkonstante 2,6; 
2. GefiBkonstante 1,42 

Tabelle XV. 


~ Druckiinderung | Gaswechsel | Go | ! 
Zeit mm beobachtet berechnet COs Extra-CO, 
Glas I | Glas II |cmm O, jemm CO, 








Oz cmm 








1. Stunde || —177 | +45 | —365 | +635 a 
2. Stunde | —142 | +44 | —293 | +530 | __-240 
8. Stunde | —125 | +26 | —258 | +434] 
4. Stunde | —117| +15 | —241 | +381 


b) Ammoniak. Nach Folin in verdiinnte Siure iibergetrieben. 

Nath 1 Stunde: Zentrifugat 10 ccm. Alles iibergetrieben. Gehalt in Vor- 
lage 0,5 ccm "/;99-NH; = 1-10~® Mole NH. 

Nach 2 Stunden: Zentrifugat auf 20 ccm. 10 ccm iibergetrieben. Gehalt 
in Vorlage 1,0 ccm ¥/s99-NH, = 2-10-® Mole NH,. 
Gesamtproduktion an NH, also 4-10-® Mole. 

Nach 4 Stunden: Zentrifugat auf 40 com. 10 ccm iibergetrieben. Gehalt 

in Vorlage 1,25 com "/s99-NH, = 2,5-10-° Mole NH,. 
Gesamtproduktion an NH, also 10-10~® Mole. 
c) aus a und b zusammengestellt. 10 ccm Zellsuspension schei- 


den aus: Tabelle XVI. 


Zeit Extra-©0, | NH. | Brtra-(0, | NHs |Mole NH, auf 2 


(0,760 mm) | /;000 Mole Mole | Mole Extra-CO, 



































1. Stunde 270 1 12-10-* {1-10-° 0,17 
2. Stunde 240 3 11-10-* |3-10-§ 0,55 
3. u. 4. Stde. 320 6 14-10-* |6-10~° 0,86 
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Nr. 13. Extra-Kohlensiure und Ammoniak. 


Gleichzeitige Bestimmung der Ausscheidung an beiden Stoffen in 
2/;9-NaNO;, ®/199-HNO,. Anordnung, wie in Protokoll 12 beschrieben. 

a) Gaswechsel (D). 1,8 ccm Kalilauge in den Einsatz von Glas I. 

Glas I: vp = 11,8, vy = 1,3, vg = 20,9, GefiBkonstante 2,07. 

Glas II: vp = 10,0, vy = 1,3, vg = 18,3, 1. GefaBkonstante 2,6, 
2. GefaiBkonstante 1,42 


Tabelle XVII. 





| Druckinderung | Gaswechsel P= ae spe 
mm beobachtet berechnet CO, Extra-CO, 





Glas I | Glas II |cmm 0, jemm CO, Os cmm 





1. Stunde _| —113 | +25 | —23% | +396 1,7 163 
®, Stunde | —97 | +25 | —201 | +350 1,7 149 
3. Stunde | —86 | +10 | —178 | +279 1,6 101 


























b) Ammoniak. Bestimmung direkt in den Zentrifugaten, die auf 
20 ccm aufgefiillt wurden. 
Nach 1 Stunde: 10cem = 0,3 com ®/599-NH, = 0,6 - 10~® Mole, Gesamt-NH, 
= 1,2-10-® Mole. 
Nach 2 Stunden: 5 ccm = 0,3 ccm ®/;99-NH, = 0,6 - 10-® Mole. Gesamt-NH, 
= 2,4- 10-® Mole. 
Nach 3 Stunden: 5 ccm = 0,6 com "/599-NH,; = 1,2- 10-® Mole. Ge- 
samt-NH, = 4,8- 10-® Mole. 
c) aus aund b zusammengestellt. 10 ccm Zellsuspension schei- 
den aus: 


Tabelle XVIII. 











eats Batre 00. | Ne | Extra-CO, | NH, |Mole NH, auf 2 
(0,760 mm) | 990 | + Mole Mole |Mole Extra-CO, 





1. Stunde | 163 2 | 7,2-10-* |1,2-10-° O33 
2. Stunde 149 8-10-* |1,2-10-* 0,35 
3. Stunde 101 ‘ . 2,4-10-° 1,1 





























Nr. 14. Extra-Kohlensiure und Ammoniak. 


Bestimmung der Ausscheidung an beiden Stoffen in ®/,9-NaNO,, 
®/,99-HNO,. Gaswechsel in 5 aufeinanderfolgenden Stunden, Ammoniak- 
ausscheidung in 3 aufeinanderfolgenden Stunden. Gasraum bei Beginn 
des Versuchs nicht Luft, sondern Sauerstoff (mit etwa 3% Stickstoff). 
Im iibrigen Anordnung, wie in Protokoll 12 beschrieben. 

a) Gaswechsel (D). 1,8 ccm Kalilauge in den Einsatz von Glas I. 

Glas I: vp = 11,8, vy = 1,3, vg = 20,9, GefiBkonstante 2,07. 

Glas II: vp = 10,0, vy = 1,3, vg = 18,3, 1. GefaiBkonstante 2,6; 2. Ge- 
faBkonstante 1,42. 


7* 
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Tabelle XIX. 


Druck&énderung Gaswechsel co Extra-CO 
Zeit mm h h htat h Jy 7 O 2 2 
Glas I | Glas I | cmm O, \emm CO, 2 cmm 


1. Stunde | —122| +19 | —253 | +409 16 156 
2. Stunde | —109| +17 | —226 | +365 1,6 139 
3. Stunde | —97 | +1 | —201 | +288 14 87 
4. Stunde | —91 —8 —188 | +246 1,3 58 
5. Stande | —73 | —14 | —15t | +178 12 27 


b) Ammoniak. Bestimmung direkt in den auf 20 ccm aufgefiillten 
Zentrifugaten 
Nach 1 Stunde: 10 com = 0,22 com %/;59-NH, = 0,44- 10-® Mole. Ge- 
samt-NH, = 0,88- 10-® Mole. 
Nach 2 Stunden: 10 com = 0,55 com "/s99-NH, = 1,1- 10-® Mole. Ge- 
samt-NH, = 2,2- 10-® Mole. 
Nach 3 Stunden: 10 com = 1,0 ccm /s99-NH, = 2,0-10-® Mole, Ge- 
samt-NH, = 4- 10-® Mole. 
c) aus aund b zusammengestellt. 10 cm Zellsuspension 
scheiden aus: 















































Tabelle XX. 











os Bxtre-OO, | NH. | Extra-CO, | NH; |Mole NHs auf 2 


(0,760 mm) | ®/;990 Mole Mole | Mole Extra-CO, 





1, Stunde 156 | 09 | 7-10-* |09-10-* 0,26 
2. Stunde 139 | 1,3 | 63-10-* |1,3-10-¢ 0,41 
3. Stunde 87 18 | 3,9-10-* |1,8-10-8 0,92 























Nr. 15. Entsteht bei der Reduktion der Salpetersiure freier 
Stickstoff? 


In den Rezipienten 10 ccm Zellsuspension eingefiillt, Suspensions- 
fliissigkeit ®/,9-NaNO,, ®/,99-HNO,. 30 Minuten Sauerstoff durchgeleitet. 
Der Sauerstoff wurde elektrolytisch an einer Eisenelektrode entwickelt, 
zwischen Elektrolyseur und Rezipient war ein 30 cm langes, mit Kupfer- 
oxyd gefiilltes gliihendes Quarzrohr und eine in flieBendem Wasser befind- 
liche KiihIschlange geschaltet. 


Up = 10, Ug = 11,9, Keo, = 18,5, 


Zusammensetzung der Gasmischung vor dem Versuch: Stickstoff im 
Analysenapparat 6,92 ccm. Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gas- 
probe 15,85 ccm. Eingesaugt 8,93 ccm. Nach Absorption durch Kali- 
lauge und Hydrosulfit 6,94 com. Gasrest in 6,92 ccm: 0,02 ccm. 

Zusammensetzung der* Gasmischung nach 120 Minuten: Stickstoff 
im Analysenapparat 6,99 com ; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gas- 

. probe 13,16 ccm; eingesaugt 6,17 ccm; nach Absorption durch Kalilauge 
.+, 2 12,47 ecm; nach Absorption durch Hydrosulfit 7,01 com; Gasrest in 6,17 com: 
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0,02 com, d. h. der Gasrest hat wihrend des Versuchs nicht zugenommen. 
CO, = 0,69 ceom = 11,2%. Schiitzung der Bildung an Extra-Koblensiure: 
Nehmen wir an, der Gesamtdruck habe sich wihrend des Versuchs nicht 
merklich geaindert, so wird in Formel (3) P’ = P und Zoo, = 1,9 ccm. 

Im Mittel ist CO,/O, in dem Nitratgemisch = 1,5 oder der dritte Teil 
der gebildeten Kohlensiure ist Extra-Kohlensiure, in unserem Fall 0,63 ccm. 

Wiirde die Salpetersiiure in den ersten Stunden vorwiegend nach der 
Gleichung 

2 N,0, +5 C=2N,+50C0, 


reagieren, so miBten in unserem Fall 2/, - 0,63 = 0,25 ccm Stickstoff aus- 
geschieden werden. Nach der Analyse ist die Stickstoffausscheidung jeden- 
falls kleiner als 0,01 ccm, ein Zerfall nach obiger Gleichung findet also in 
merklichem Betrage nicht statt. 


Nr. 16. Das Verhaltnis NH,: Extra-CO, fiir N-reiche und N-arme 
Zellen. 


Ungefahr gleiche Teile einer normalen, in K no pscher Lésung gezogenen 
Algenkultur durch mehrmaliges Waschen auf der Zentrifuge in eine stick- 
stoffhaltige und eine stickstofffreie Lésung iibergefiihrt. Stickstoff- 
haltige Lésung: Knop. Stickstofffreie Lésung: "/,)-NaHCO,;. Beide 
Teile 16 Stunden bestrahit unter Durchleitung von 4% CO,-Luft. Dann 
zentrifugiert und, jede Kultur gesondert, in ®/,9-NaNO;, ®/199-HNO, 
gebracht. Bestimmung des Gaswechsels und der NH,-Ausscheidung in 
je 10 ccm. Gasraum Luft. Vergleichbar sind nicht die absoluten Werte, 
da die Vermehrung und somit die Zellenzahl ungleich war, sondern nur 
die Verhiltniszahlen CO, : O, und NH, : Extra-CO,. 

a) Gaswechsel (D). Je 10 ccm Zellsuspension der normalen Kultur 
in die Glaser I und II, je 10 ccm der Bikarbonatkultur in die Glaser III 
und IV. In die Einsitze der Glaser I und III je 2 ccm Kalilauge. 

Glas I: vy = 12, vy = 1,3, vg = 20,7, GefiBkonstante 2,06. 

Glas II: v»=10, vy = 1,3, vg = 18,3, 1 GefiBkonstante 2,6; 
2. GefaiBkonstante 1,42. 

Glas III: vy = 12, vy = 1,3, vg = 20,7, GefiBkonstante 2,06. 

Glas IV: v»= 10, zy = 1,3, vg = 18,3, 1 GefiBkonstante 26 
2. GefaiBkonstante 1,42. 

Druckinderung in Glas_ I nach 60’: —145 mm. = —299 cmm. 

Druckiinderung in Glas II nach 60’: +23 mm. = +485 cmm. 

Druckinderung in Glas III nach 60’: —141 mm. x, = —291 cmm. 

Druckiinderung in Glas IV nach 60’: +16 mm. 20, = +455 cmm. 


CO, 
Normale Kultur: Extra-CO, 186 cmm, — =1,6. 
2 


co 
Bikarbonatkultur: Extra-CO, 164 cmm, .% == 1,56. 


2 
b) Ammoniak. Bestimmung direkt in den auf 20 ccm aufgefiillten 
Zentrifugaten. 
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Normalkultur: 10 com = 0,5 com ®/;99-NH; = 1- 10-® Mole NH. 
Gesamt-NH, = 2- 10~-® Mole. 

Bikarbonatkultur: kein Ammoniak nachweisbar. 

c) aus a und b zusammengestellt. 


Tabelle XXI. 








CO, Extra-CO, Mole NH; auf 2 
O: Mole Mole Extra-CO, 





Normalkultur. ... 1,6 8,6 - 10-° -10-° 0,47 


Bikarbonatkultur . .| 1,6 7,2 + 10-8 0 0 

















Nr. 17. Das Verhaltnis NH, : Extra-CoO, fiir N-reiche und N-arme 
Zellen. 


Ungefihr gleiche Teile einer normalen, in K no pscher Liésung gezogenen 
Algenkultur durch mehrmaliges Waschen auf der Zentrifuge in eine stick- 
stoffreiche und eine stickstofffreie Lésung iibergefiihrt. Stickstoffreiche 
Lésung: Knop, mit Kaliumnitratzusatz bis zu 1%. Stickstofffreie 
Lésung: Knop, worin die Nitrate durch Chloride ersetzt waren. Beide 
Teile 24 Stunden bestrahlt unter Durchleitung von 4% CO,-Luft. Dann 
zentrifugiert und, jede Kultur gesondert, in ®/,)-NaNO;, "/,99-HNO, ge- 
bracht. Bestimmung des Gaswechsels und der NH,-Ausscheidung in je 
10 ccm. Gasraum Luft. Vergleichbar sind nicht die absoluten Werte, da 
die Vermehrung und somit die Zellenzahl ungleich war, sondern nur die 
Verhiltniszahlen CO, : O, und NH; : Extra-CO,. 

a) Gaswechsel (D). Je 10 ccm Suspension N-reicher Zellen in die 
Glaser I und II, je 10 ccm Suspension N-armer Zellen in die Glaser III 
und IV. In die Einsiitze der Glaser I und III je 2 com Kalilauge. 

Glas I: vp = 12, vy = 1,3, vg = 20,7. GefaBkonstante 2,06. 

Glas II: v, = 10, vy = 1,3, vg = 18,3. 1. GefaiBkonstante 2,6; 2. Ge- 
faBkonstante 1,42. 

Glas III: vy = 12, vy = 1,8, vg = 20,7. GefaiBkonstante 2,06. 

Glas IV: v» = 10, vy = 1,3, vg = 18,3. 1. GefaiBkonstante 2,6; 
2. GefaiBkonstante 1,42. 

Druckinderung in Glas Inach120’: —193mm. 2%, = —398cmm. 

Druckiinderung in Glas II nach 120’: + 64mm. ao, = +731 cmm. 

Druckinderung in Glas III nach 120’: —126mm. z, = —260cmm. 

Druckinderung in Glas IV nach 120’: + 24mm. ao, = +432cmm. 


CO, 


=18. 
0; 


Fiir N-reiche Zellen: Extra-CO, 333 cmm, 


Fiir N-arme Zellen: Extra-CO, 172 cmm, sa =1,7. 
2 


b) Ammoniak. Bestimmung direkt in den auf 20 ccm aufgefiillten 
Zentrifugaten 





Reduktion der Salpetersiure in griinen Zellen. 103 


N-reiche Zellen: 10 ccm = 0,9 com ¥/s99-NH, = 1,8-10-® Mole, 
Gesamt-NH, = 3,6- 10-® Mole. 

N-arme Zellen: kein NH, nachweisbar. 

c) aus a und b zusammengestellt. 


Tabelle XXII. 











Mole Mole | Mole Extra-CO, 





15-10-* |3,6-10-| 0,48 
7,7-10-* e. 0 
Nr. 18. Wirkung der Blauséiure auf die Atmung in den Nitrat- 
gemischen. 

Suspensionsfliissigkeit: ®/, 9-NaNO,, "/;99-HNO,, mit und ohne 
Blausiure. Suspensionsdichte: 0,1 ccm Zellen: 10 ccm. 

Je 10 cem Zellsuspension in 4 GefiBe der Form Fig. 1, deren Einsatz 
mit 2 ccm Kalilauge gefiillt war 


Tabelle XXII. 


N-reiche Zellen 
N-arme Zellen 





“ CO, | Extra—CO,| NH, | Mole NH, auf 2 
{1 
i] 























HON Mole pro Liter} 0 | 10-* | 10-* | 10-8 
Im Einsatz KOH .ccm 2 2 eee 2 
12 12 12 12 
11 1,2 0,9 11 
r. 28 | MS 23,5 24,9 
GefaBkonstanten|* 2,3 | 24 2,3 2,4 


Druckinderungen nach | | 
—84 —19 —75 —60 


Lo, —193 —190 —171 —145 
Hemmung d. Atmung °/, | 1,5 13 26 


Nr. 19. Wirkung der Blausiéure auf die Kohlensaiureassimilation 
in Nitratgemischen. 
Suspensionsfliissigkeit: /,9-NaNO,, "/,99-HNO,, mit und ohne 
Blausiure. Suspensionsdichte: 0,02 ccm Zellen: 10 ccm. 

_ Je 8,5 ccm Zellsuspension in 3 GefiBe gleichen Rauminhalts eingefillt 
(Form vgl. diese Zeitschr. 100, 246, Fig. 3). Gasraum 4% CO, in Luft. 
Fir alle 3 GefiiBe: vp, = 8,5, vg = 10. GefiSkonstante 2,4, berechnet nach 
dieser Zeitschr. 100, 237, Gleichung 2 

Lichtquelle: Metallfadenlampe von 40 Kerzen, in 4 ccm Entfernung 
von den GefiBen. MeBmethode: Anordnung I, diese Zeitschr. 100, 245. 


Tabelle XXIV. 
























































HCN Mole pro Liter | 0 10-* 
Druckinderung nach 45’ . mm| +92 +94 
Zersetate COy-Mengen . . ccm) _221 226 
Hemmung der Assimilation °/, | a= 
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‘Nr. 20. Wirkung der Blausiure auf die Ausscheidung von Extra- 
CO, und Ammoniak. 


Suspensionsfliissigkeit: ®/,9-NaNO;, ®/199-HNO,;, ohne und mit Blau- 
siure. Von 6 GlasgefiBen wurde je ein Paar mit je 10 ccm Zellsuspension 
gefiillt, ein Einsatz jedes Paares auBerdem mit 1 ccm Kalilauge. Nach 
Einhangen in den Thermostaten wurden die in 60 Minuten auftretenden 
Druckiinderungen abgelesen. Dann wurde der Inhalt je eines Glases ge- 
sondert zentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit auf 20 ccm aufgefiillt 
und das Ammoniak bestimmt. Die colorimetrische Bestimmung des Am- 
moniaks wird durch HCN-Konzentrationen bis zu 10-5 Molen pro Liter 
nicht beeintrachtigt, so daB es nicht nétig war, das Ammoniak nach Folin 
iiberzutreiben 

a) Gaswechsel. 


















Tabelle XXV. 















































































HCN Mole pro Liter 0 a 10-° 
Im Einsatz KOH ... ccm} — 1 — 1 _ 1 
i EEE Ee ead eem || 10 11 10 | 11 10 11 
EERO Pra ape ae ccm | 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 
sa ee ee ecm | 18,3 | 21,7 | 18,3 | 21,7 | 183 | 21,7 

GefaBkonstanten| Pf) | 2,15 Tee|~ 215 ia 2,15 

Druckinderungen nach 30’ mm} +28 | —106} —11 | —116] —30 | —100 
Ce ee cmm || +387 | —228}| +314 | —249] +227 | —215 
Extra—CO, ...... emm| 159 65 12 
Extra—CO, 10-* Mole . 7,2 2,9 0,5 





b) NH, in den auf 20ccm verdiinnten Zentrifugaten. Ohne HCN : 10cem 

= 0,45 com ®/599-NH, = 0,9- 10~-® Mole. Sa. 1,8- 10-® Mole. 
10-®n+-HCN:10 com = 0,07 com ¥/s99-NH, = 0,14-10-® Mole. 

Sa. 0,28 - 10-® Mole. 

10-5n+ HCN : kein Ammoniak nachweisbar. 










Nr. 21, Wirkung der Blausiéure auf die Ausscheidung von Extra- 
CO, und Ammoniak. 


Suspensionsfliissigkeit: */,9-NaNO,, /:99-HNO,, mit und ohne Blau- 
saure. 

Suspensionsdichte: 0,1 ccm Zellen: 10 ccm 

Gaswechsel nach der Druckmethode, wie in vorhergehendem Protokoll, 
Ammoniakbestimmung in den unverdiinnten, durch Zentrifugieren von 
den Zellen abgetrennten Fliissigkeiten. 
a) Gaswechsel. Tabelle XXVI. 
b) NH,. 
Ohne HCN: 10 ccm = 1,3 com "/599-NH, = 2,6- 10-® Mole. 
10-5 HCN : 10 com = 0,05 com "/;99-NH, = 0,1- 10-® Mole. 
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Tabelle XXVI. 








HON Mole pro Liter| 
Im Einsatz KOH .... cem| — 
| 10 
11 
258 


GefiSkonstanten “cy 





























Druckinderungen nach 120’ mm|} +52 
Xo, und Zo, +637 
Extra—CO, 277 
Extra—CO, Milliontel Mole~- .|} 12,6 























Nr. 22. Wirkung von Phenylurethan auf die re, 
der Extra-CO, (D) 
Zellsuspension in %/,5-NaNO, vermischt mit gleichem Volumen 
a) ®/,9-NaNO,, ®/s59-HNO;, b) "/,9-NaNO ;, "/;9-HNO,, 0,026 % Phenyl- 
urethan. Es entstand hierbei im Fall a) ®/,9-NaNOg, ®/199-HNO;, im Fall b) 
2/,9-NaNOs3, ®/:99-HNO,, 0,013% Phenylurethan. Je 10 ccm vona) wurden 
in die Glaser I und II, je 10 ccm von b) in die Glaser III und IV eingefiillt, 
in die Einsitze von I und III je 2 ccm Kalilauge. Gasraum Luft. 
Glas I: vy = 12, vy = 1,2, vg = 24,5; GefaiBsubstante 2,4. 
Glas II: vy = 10, vy = 1,1, vg = 25,8; 1. GefiBkonstante 3,24; 
2. GefaBkonstante 1,3. 
Glas III: vy = 12, vy = 1,1, vg = 24,9; GefaiBkonstante 2,42. 
Glas IV: vy = 10, vy = 1,2, vg = 28,0; 1. GefaiBkonstante 3,5; 
2. GeféBkonstante 1,28. 
Druckinderung in Glas I nach 60’: 
—69 mm. %, = —166 cmm| ohne Phenyl- 
Druckindetung in Glas II nach 60’: urethan 
+10 mm. Zo, = +248 cmm 
Druckinderung in Glas III nach 60’: 
—81 mm. %, =—196cmm| mit Phenyl- 
Druckinderung in Glas IV nach 60’; urethan 
0 mm. %o, = +251 cmm 


co 
Ohne Phenylurethan: = = 1,5, Extra-COg = 8% cmm. 
3 


0 
Mit Phenylurethan ae = 1,3, Extra-COg =55cemm,. Hemmung 
2 


82 — 
der Extra-CO, Bildung -s- + 100 = 33%. 
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Nr. 23. Wirkung von Phenylurethan auf die Ausscheidung der 
Extra-CO, (D). 

Suspensionsfliissigkeit a) ®/, 9-NaNO,, ®/j99-HNO,, b) ®/9-NaNO,, 
2/190°-HNO,, 0,0138% Phenylurethan. Herstellung, wie in dem vorher- 
gehenden Protokoll beschrieben. Je 10 com von a) wurden in die Glaser I 
und IT, je 10 cem von b) in die Glaser III und IV eingefiillt, in die Einsitze 
von I und III je 2 ccm Kalilauge. Gasraum Luft. 

Glas I: vp = 12, vy = 1,3, vg = 20,7; GefiBkonstante 2,06. 

Glas II: v»= 10, vy = 1,3, vg = 18,3; 1. GefiBkonstante 2,6; 
2. GefaéBkonstante 1,42. 

Glas III: vy = 12, vy = 1,3, vg = 20,7; GefaBkonstante 2,06. 

Glas IV: vp = 10, vy = 1,3, vg = 18,3; 1. GefaiBkonstante 2,6. 

2. GefaBkonstante 1,42. 

Druckiinderung in Glas_ I nach 60’: —103mm 2%, = —212cmm. 

Druckinderung in Glas II nach 60’: + 4mm Zo, = +3llcmm. 

Druckiinderung in Glas III nach 60’: —122 mm %, = —25lcmm. 

Druckiinderung in Glas IV nach 60’: — 13mm 2, = +323cmm. 


CO. 
Ohne Phenylurethan: — = 1,5, Extra-COo = 99 cmm. 
2 


Mit Phenylurethan: a =1,3, Extra-COg = 72 emm. Hemmung 
2 


99 — 72 
der Extra-CO,-Bildung as! 100 = 27%. 


Nr. 24. Wirkung von Phenylurethan auf die Ausscheidung 
der Extra-CO, (@). 
Suspensionsfliissigkeit a) /,9-NaNO,, D/ 99-H NO, . b) 2/,9-NaNO,, 
®/190°-HNO;, 0,013% Phenylurethan. JHerstellung, wie in Protokoll 22 
beschrieben. Je 10 ccm in den Rezipienten eingefiillt, fiir den 


vy = 10, 14 = 11,9, Ko, = 11,3, Koo, = 18,5. 


Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammensetzung 
der Gasmischung vor dem Versuch: 0% CO,, 20,9% O,, 79,1% N;. 
a) ohne Phenylurethan. Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 

753 mm Hg 

_ Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60 Minuten: 
Stickstoff im Analysenapparat 6,16 ccm. Gesamtvolumen nach Einsaugen 
der Gasprobe 12,48 com, eingesaugt 6,32 com, nach Absorption durch Kali- 
lauge 12,28 com, nach Absorption durch Hydrosulfit 11,16 ccm. CO, = 
0,20 com = 3,16%. O, = 1,12 com = 17,7% N, = 79,1%. 


co 
%,=—0,35cem, Xo, =+0,56ccm, — = 1,6, Extra-CO0 g = 0,21 ccm. 


b) mit Phenylurethan. Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 
753 mm Hg. 
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Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60 Minuten: 
Stickstoff im Analysenapparat 6,38 ccm, Gesamtvolumen nach Einsaugen der 
Gasprobe 13,10 ccm, eingesaugt 6,72 ccm, nach Absorption durch Kalilauge 
12,88 com, nach Absorption durch Hydrosulfit 11,73 cem CO, = 0,22 ccm 
= 3,27% - 0, = 1,15 com = 17,1%. Nz = 79,6% 


co 
2,=—0,43com, zoo, = +0,58 com, 5. Hh, Extra-C09= 0,15 cem. 
2 


c) aus a) und b): Phenylurethan hemmt die Extra-CO,-Bildung um 
0,21 — 0,15 


- 100 = 30% 
0,21 ~ 


Nr. 25. Schidigung durch Sauerstoffmangel. 

Suspensionsdichte: 0,1 ccm Zellen (= 20 mg. Trockensubstanz) auf 
10 ccm. Suspensionsfliissigkeit: ®/,)-NaNO,, ®/199-HNO,. 

Je 10 ccm unter LuftabschluB bei 25°, vor Licht geschiitzt. Nach 
0’, 30’, 60’ und 90’ der Inhalt je eines Zylinders zentrifugiert, das Sedi- 
ment mit einer Mischung von 85 Teilen ®/,).-NaHCO, und 15 Teilen 
B/,9-Na,CO, gewaschen und schlieBlich so verdiinnt, daB auf 8 ccm 
0,02 cem Zellen kamen. Diese in AssimilationsgefaBe eingefiillt, fiir die 

tw=8, 2=165, K=1 

und 15 Minuten mit etwa 10000 Lux bestrahlt. Druckanderungen nach 
15 Minuten Bestrahlung: +60 (Exposition 0’); +46 (Exposition 30’); 
+18 (Exposition 60’); +5 (Exposition 90’). Da K = 1, so sind die gleichen 
Mengen CO, (cmm, 0°, 760 mm) zersetzt. 


Nr. 26. Bildung von salpetriger Séure bei Sauerstoffmangel. 

Suspensionsfliissigkeit: "/, 9-NaNO,, ®/199-HNO,. 

Suspensionsdichte: 0,1 ccm Zellen auf 10 ccm. 

Vier Glaszylinder von 10 ccm Inhalt wurden mit Zellsuspension ge- 
fiillt, durch eingeschliffene Stépsel unter Vermeidung von Luftblasen 
verschlossen und in ein vor Licht geschtitztes Wasserbad von 25° einge- 
stellt. Nach verschiedenen Zeiten wurde der Inhalt je eines Zylinders 
zentrifugiert und in je 0,5 cem der auf das doppelte verdiinnten tiberstehen- 
den Fliissigkeit die salpetrige Séure nach Ilosvay bestimint. Hierzu wurde 
mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt, 1 com Diazoreagenz zugesetzt und einige 
Zeit auf 80° erwirmt. Zum Vergleich dienten Verdiinnungen einer 10-5 
normalen Kaliumnitritlésung. 

Nach 60 Minuten Sauerstoffmangel: 0,5ccm=1,5ccm 10~ normal KNO, 
Die auf das doppelte verdiinnte iiberstehende Fliissigkeit war also in bezug 
auf HNO, = 3- 10-5 normal oder die unverdiinnte iiberstehende Fliissig- 
keit 6- 10-5 normal. Da 1 ccm 10-5 normale HNO,-Lésung 10~* Mole 
HNO, enthilt, so waren auf 10 ccm, das heiBt von 0,1 com Zellen,’6- 10-7 
Mole HNO, abgeschieden 

Nach 90, 120 und 150 Minuten Sauerstoffmangel wurde der gleiche 
Gehalt an HNO, gefunden, HNO, wird also nur in der ersten Zeit nach 
Abschlu8 des Sauerstofis ausgeschieden. 
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Die tiberstehenden Flissigkeiten firben eine stirkehaltige Jodkalium- 
lésung blau; die Intensitét dieser Reaktion wird im Laufe von Stunden 
intensiver. Bekanntlich ist die Diazoreaktion, nicht aber die Jodstarke- 
reaktion, eine eindeutige Reaktion auf salpetrige Saure. 









Nr. 27. Ammoniakausscheidung bei Sauerstoffmangel. 


Suspensionsfltissigkeit: "/,,-NaNO;, ®/,99-HNOs. 

Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 

Je 10 ccm a) 4 Stunden mit Luft geschiittelt, 

b) 4 Stunden mit 1% Sauerstoff in Stickstoff geschiittelt. 

Nach dieser Zeit war a) unverindert griin, b) braun. Zur Ammoniakbestim- 
mung wurde zentrifugiert und das Ammoniak aus den passend verdiinnten 
itiberstehenden Fiiissigkeiten nach Folin tbergetrieben. 

a) tiberstehende Filiissigkeit auf 40 ccm. 10 com = 0,4 com /so9- 
NH, = 0,8- 10-® Mole. Gesamtammoniak 3,2-10~® Mole. 

b) tiberstehende Flissigkeit insgesamt =0,04 ccm ®/;59-NH,=0,08- 10~ 6 
Mole, Gesamtammoniak 0,08-10~® Mole. 














Nr. 28. Ammoniakausscheidung bei Sauerstoffmangel. 


Suspensionsfliissigkeit: "/,)-NaNO;, ®/199-HNO;. 
Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 
| Je 20 com a) mit Luft, b) mit 1% Sauerstoff in Stickstoff geschiittelt. 
Nach einer und zwei Stunden je 10 ccm von a) und b) zentrifugiert und das 
Ammoniak nach Folin bestimmt. 

Gasraum Luft, nach einer Stunde: Gesamtmenge der iiberstehenden 
Flissigkeit tibergetrieben. In der Vorlage gefunden 0,5 ccm "/;99-NH, 
= 1,0- 10-6 Mole. 

Gasraum Luft, nach 2 Stunden: die Halfte der tiberstehenden Flissig- 
keit tibergetrieben. In der Vorlage gefunden 1,0 com /599-NH,; = 
2+ 10-* Mole. Gesamtammoniak 4+ 10~® Mole. 

Gasraum 1% Sauerstoff, nach einer Stunde: Gesamtmenge der iiber- 
stehénden Filiissigkeit tibergetrieben. In der Vorlage gefunden 0,1 ccm 
®/so9-NH, = 0,2+ 10-® Mole. 

Gasraum 1% Sauerstoff, nach 2 Stunden: Gesamtmenge der iiber- 
stehenden Filiissigkeit tibergetrieben. In der Vorlage gefunden 0,1 ccm 
2/599°NH, = 0,2+- 107® Mole. 


Nr. 29. EinfluB des Sauerstoffdrucks auf Sauerstoffverbrauch, 
Ammoniak- und Nitritausscheidung. 

Suspensionsfliissigkeit: ®/,9-NaNO,, ®/199-HNO;. 

Suspensionsdichte: 0,1 ccm Zellen: 10 ccm 

Je 10ccm Zellsuspension wurde in 8 GefiiBe der Form Fig. 1 eingefiillt, 
in die Einsiitze von 4 GefiiBen je 2 com Kalilauge. Die GefiBe wurden zu 
4 Paaren so zusammengestellt, daB sich in jedem Paar ein kalilaugefreier 
und ein kalilaugehaltiger Einsatz befand. Je ein Paar wurde mit der- 
selben Gasmischung, Sauerstoff in Stickstoff, gefiillt. Nach 30 Minuten 
langem Schiitteln im Thermostaten wurden die Druckinderungen abgelesen, 
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dann der Inhalt jedes GefiBpaares gesondert zentrifugiert und in dea tiber- 

stehenden Filiissigkeiten Ammoniak und salpetrige Siure bestimmt. 
Gasriiume und Zellmengen waren so gewihlt, daB sich der, Sauerstoff- 

gehalt der Gasmischungen im Lauf des Versuchs nur unwesentlich anderte. 
a) Gaswechsel, 


Tabelle XXVII. 








O,-Druck Atmosphiren| 0,01 0,017 0,21 

Im Einsatz KOH . .cem| — | 2 | — | 2 2A a 
10 ; 12 | 10 | 12 10 | 12 
09 111 }11 | 1,2 09 | 1,2 
5,8 [24,5 B55 (24,9 


GefaBkonstanten | *22 3,24) 94 3,22) 9 49 
13 1,3 























Druckinderung n. 30’ mm +11 |—22 +24 |—45_ 
Zo, und Zoo, . . . cmm +105|—53 +219}—109 
Extra—CO, ... cmm) 50 52 110 
Sauerstoffverbr. 10~* Mole 1,8 2,4 | 4,5 49 



































b) NH, in 10 com der Zentrifugate 
Mit O, von 0,01 Atm. geschiittelt: 0,17 ccm /;99-NH, = 0,34- 10~® Mole. 
Mit O, von 0,017 Atm. geschiittelt: 0,23 com ®/599-NH, = 0,46 - 10~® Mole. 
Mit O, von 0,055 Atm. geschiittelt: 0,45 com /599-NH, = 0,9 - 10~® Mole, 
Mit O, von 0,21 Atm. geschiittelt: 0,5 ccm ®/;99-NH, = 1,0- 10~® Mole. 
c) HNO, in der Suspensionsfliissigkeit. 
Mit O, von 0,01 Atm. geschiittelt: 0,5 com = 1,3 com 10-5 n-HNO,. Sa. 
26 com 10-5 n-HNO, = 26-10~® Mole. 
Mit O, von 0,017 Atm. geschiittelt: 0,5 com = 1,0 com 10-5 n-HNO, 
Sa. 20 com 10-5 n-HNO = 20- 10~® Mole. 
Mit O, von 0,055 Atm. geschiittelt: 5 com = 0,2 com 10-5 n-HNO,. 
Sa. 0,4 com 10-5 n-HNO, = 0,4-+ 10~® Mole, 
' Mit O, von 0,21 Atm. geschiittelt: keine HNO, nachweisbar, 
Zusammenstellung der Resultate im Text, Tabelle XI. 


Nr. 30. Extra-Sauerstoff und Ammoniak bei Bestrahlung. 

Suspensionsfliissigkeit: ®/,,-NaNO,, ®/:99-HNO;. 

Suspensionsdichte: 0,2 com Zellen: 10 ccm. 

Lichtquellen: Metallfadenlampen von 150 Kerzen und von 25 Kerzen. 

Bestrahlung: nach Anordnung IV, Fig. 8, diese Zeitschr. 100, 250. 

Versuchsanordnung: Fiir je 10 ccm Zellsuspension wurde der Sauer- 
stoff- und Kohlensiiurewechsel, ohne Bestrahlung und bei verschiedenen 
Intensitaéten der Bestrahlung, gasanalytisch bestimmt. Nach Entnahme 
der Gasprobe wurde der Inhalt des Rezipienten sofort zentrifugiert, die 
tiberstehende Fliissigkeit auf 20 com verdiinnt und der Ammoniakgehalt 
colorimetrisch festgestellt. Fiir jede Messung wurde die Nitragemisch- 
Suspension frisch bereitet; als Stammsuspension diente eine bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrte Suspension in "/,)-NaNO,, die direkt vor Be- 
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ginn des Versuchs mit dem gleichen Volumen einer ®/,-NaNO,, ®/,9-HNO,- 
Lésung gemischt wurde, 

a) Gasanalyse. 

Rezipient: vp = 10, vg = 10,7, Ko, = 10,12, Koo, = 17,34. 

Bei 25° bis zur Sittigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% Sauer- 
stoff, 79,1% Stickstoff. 

Dunkel: Barometerstand bei Schlu8B der Hihne 763 mm Hg. Pro- 
zentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Ana- 
lysenapparat 6,94 ccm. Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 
13,46 com, eingesaugt 6,52 cem, nach Absorption durch Kalilauge 13,25 ccm, 
nach Absorption durch Hydrosulfit 12,13 com. CO, = 0,21 com = 3,2%. 
0, = 1,12 ccm = 17,2%. N, = 79,6%. 

%o, = —0,38 com; Xo, = +0,54 ccm. Extra-CO,: 0,16 ccm. 

Niedrige Lichtstarke (25 Kerzen, 19 cm vom Rezipienten): Baro- 
meterstand bei Schlu8 der Hihne 763 mm Hg. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Analysenapparat 6,85 ccm, 
Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 13,31 ccm, eingesaugt 
6,46 ccm, nach Absorption durch Kalilauge 13,17 ccm, nach Absorption 
durch Hydrosulfit 11,91 com. CO, = 0,14 com = 2,17%. O, = 1,26 com 
== 19,5%. N, = 78,3%. 

%, = —0,12 com. zoo, = +0,37 com. Extra-CO,: 0,25 ccm. 

Hohe. Lichtstarke (150 Kerzen, 4 cm vom Rezipienten): Baro- 
meterstand bei Schlu8 der Hihne 762 mm Hg. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Analysenapparat 7,05 ccm, 

Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 14,26 ccm, eingesaugt 
7,21 com. Nach Absorption durch Kalilauge 14,26 ccm, nach Absorption 
durch Hydrosulfit 12,5 com. CO,: —. O,: 1,76 com = 24,4%, 
%, > + 0,46 com. xo, : — Extra-Sauerstoff: 0,46 ccm. 

b) NH, nach Zentrifugieren und Verdiinnen der tiberstehenden 
Fliissigkeit auf 20 ccm: 

Dunkel: 10 com = 0,4 com /s99-NH, = 0,8- 10~® Mole. Gesamt- 
NH, = 1,6- 10~® Mole. 

Niedrige Lichtstarke: 10 com = 0,3 com ®/;99-NH, = 0,6+ 10~® Mole. 
Gesamt-NH, = 1,2- 10~® Mole. 

Hohe Lichtstirke: 5 com = 0,7 com "/599-NH, = 1,4- 10-® Mole. 
Gesamt-NH, = 5,6- 10~® Mole. 
c) aus a) und b) zusammengestellt: 


Tabelle XXVIII. 


10 com Zellsuspension scheiden in 60’ aus, 


























Extragas Extragas NH, Mole NH, auf 

com Milliontel Mole | Milliontel Mole | 2 Mole Extragas 
Dunkel. .... 0,16 (CO,) 1,3 1,6 0,44 
Niedr. Lichtstirke | 0,25 (CO), 11,3 1,2 0,2 
Hohe Lichtstirke | 0,46 (0,) 20,7 5,6 0,54 
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Nr. 31. Extra-Sauerstoff und Ammoniak bei Bestrahlung. 

Suspensionsfliissigkeit: ®/,)-NaNO,, ®/,99-HNO;. 

Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 

Anordnung wie in Protokoll 30. 

a) Gasanalyse. Rezipient: vyp=10, v,=10,7; Ko, = 10,12, 
Ko, = 17,34. 

Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% 
Sauerstoff, 79,1% Stickstoff. 

Dunkel; Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 761 mm Hg. Pro- 
zentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Ana- 
lysenapparat 6,97 com; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 
13,38 ccm; eingesaugt 6,41 ccm; nach Absorption durch Kalilauge 13,20 ccm ; 
nach Absorption durch Hydrosulfit 12,07 com, CO, = 0,18 com = 2,81%; 
O, = 1,13 com = 17,6%; N, = 79,6%, 

%, = —0,34 com; roo, = + 0,47 ccm. Extra-CO, = 0,13 ccm. 

Niedrige Lichtstirke (25 Kerzen, 19 cm). Barometerstand bei 
SchluB der Hihne 761 mm Hg. Prozentische Zusammensetzung der Gas- 
mischung nach 60°: Stickstoff im Analysenapparat 6,93 ccm; Gesamt- 
volumen nach Einsaugen der Gasprobe 13,44 ccm; eingesaugt 6,51 ccm; 
nach Absorption durch Kalilauge 13,33 ccm; nach Absorption durch 
Hydrosulfit 12,03 com. CO, = 0,11 com = 1,7%, O, = 1,3 com = 20%. 
N, = 78,3%, 

%, = —0,07 com; xo, = +0,29 com. Extra-CO, = 0,22 ccm. 

Hohe Lichtstarke (150 Kerzen, 4 cm). Barometerstand bei Schlu8 
der Hihne 761mm Hg. Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung 
nach 60’; Stickstoff im Analysenapparat 6,93 ccm; Gesamtvolumen nach 
Einsaugen der Gasprobe 13,61 ccm; eingesaugt 6,68 ccm; nach Absorption 
durch Kalilauge 13,61 ccm; nach Absorption durch Hydrosulfit 12,03 ccm. 
CO, —. O, = 1,58 com = 23,7%. N, = 76,3%. 

Xo, = +0,37 com. %o, = 0. Extra-Sauerstoff = 0,37 ccm. 


b) NH, nach Zentrifugieren und Verdiinnen der iiberstehenden Fliissig- 
keit 20 ccm: 

Dunkel: 10ccm = 0,35 com "/s99-NH, = 0,7- 10~® Mole, “Gesamt- 
NH, = 1,4+ 10~® Mole. 

Niedrige Lichtstirke: 10 ccm = 0,33 ccm ¥/s99-NH, = 0,66- 10~-® 
Mole. Gesamt-NH, = 1,3-10-® Mole. 


Tabelle XXIX. 





10 ccm Zellsuspension scheiden in 60’ aus 





Extragas Extragas Ammoniak | Mole NH, auf 
ccm Milliontel Mole | Milliontel Mole | 2 Mole Extragas 


L 0,13 (CO,) 5,9 14 05 
Niedr. Lichtstirke }» 0,22 (CO,) 9,9 1,3 026 


Hohe Lichtstirke | 0,37 (0,) 16,7 44 0,5 
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ginn des Versuchs mit dem gleichen Volumen einer ®/,)-NaNO,, ®/,9-HNO,- 
Lésung gemischt wurde, 

a) Gasanalyse. 

Rezipient: vp = 10, vg = 10,7, Ko, = 10,12, Koo, = 17,34. 

Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% Sauer- 
stoff, 79,1% Stickstoff. 

Dunkel: Barometerstand bei Schlu8B der Hihne 763 mm Hg. Pro- 
zentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Ana- 
lysenapparat 6,94 com. Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 
13,46 com, eingesaugt 6,52 ccm, nach Absorption durch Kalilauge 13,25 ccm, 
nach Absorption durch Hydrosulfit 12,13 com. CO, = 0,21 com = 3,2%. 
O, = 1,12com = 17,2%. N, = 79,6%. 

%, = —0,38 com; %o, = +0,54 com. Extra-CO,: 0,16 ccm. 

Niedrige Lichtstarke (25 Kerzen, 19 cm vom Rezipienten): Baro- 
meterstand bei Schlu8 der Haihne 763 mm Hg. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Analysenapparat 6,85 ccm, 
Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 13,31 ccm, eingesaugt 
6,46 ccm, nach Absorption durch Kalilauge 13,17 ccm, nach Absorption 
durch Hydrosulfit 11,91 ccm. CO, = 0,14 ccm = 2,17%. O, = 1,26 com 
= 19,5%. N, = 78,3%. 

%, = —0,12 com. oo, = +0,37 ccm. Extra-CO,: 0,25 ccm. 

Hohe. Lichtstarke (150 Kerzen, 4 cm vom Rezipienten): Baro- 
meterstand bei Schlu8 der Hihne 762 mm Hg. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Analysenapparat 7,05 ccm, 
Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 14,26 ccm, eingesaugt 
7,21 com. Nach Absorption durch Kalilauge 14,26 ccm, nach Absorption 
durch Hydrosulfit 12,5 com. CO,: —. O,: 1,76 com = 24,4%. 

Zo, : + 0,46 com, too, > — Extra-Sauerstoff: 0,46 ccm. 

b) NH; nach Zentrifugieren und Verdiinnen der iiberstehenden 
Flissigkeit auf 20 com: 

Dunkel: 10 com = 0,4 com /s99-NH, = 0,8- 10~* Mole. Gesamt- 
NH, = 1,6- 10~® Mole. 

Niedrige Lichtstiirke- 10 com = 0,3 ccm ®/;99-NH,; = 0,6- 10~® Mole. 
Gesamt-NH, = 1,2- 10~® Mole. 

Hohe Lichtstirke: 5 com = 0,7 com ®/599-NH; = 1,4- 10-® Mole. 
Gesamt-NH, = 5,6- 10~® Mole. 
c) aus a) und b) zusammengestellt: 


Tabelle XXVIII. 
10 ccm Zellsuspension scheiden in 60’ aus. 


























Extragas Extragas NH, Mole NH, auf 

ecm Milliontel Mole | Milliontel Mole | 2 Mole Extragas 
Dunkel... : . 0,16 (CO,) 7,2 1,6 0,44 
Niedr. Lichtstirke | 0,25 (CO). 11,3 1,2 0,2 
Hohe Lichtstirke | 0,46 (0,) 20,7 5,6 0,54 
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Nr. 31. Extra-Sauerstoff und Ammoniak bei Bestrahlung. 

Suspensionsfliissigkeit: ®/,)-NaNO,, ®/,99-HNO;. 

Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 

Anordnung wie in Protokoll 30. 

a) Gasanalyse, Rezipient: vp =10, v,= 10,7; Ko, = 10,12, 
Ko, = 17,34. 

Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% 
Sauerstoff, 79,1% Stickstoff. 

Dunkel: Barometerstand bei SchluB der Hihne 761 mm Hg. Pro- 
zentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Ana- 
lysenapparat 6,97 ccm; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 
13,38 com; eingesaugt 6,41 ¢cm; nach Absorption durch Kalilauge 13,20 ccm ; 
nach Absorption durch Hydrosulfit 12,07 com, CO, = 0,18 com = 2,81%; 
O, = 1,13 com = 17,6%; N, = 79,6%. 

Xo, = — 0,34 com; Zoo, = + 0,47 ccm. Extra-CO, = 0,13 ccm. 

Niedrige Lichtstaérke (25 Kerzen, 19 cm). Barometerstand bei 
SchluB der Hihne 761 mm Hg. Prozentische Zusammensetzung der Gas- 
mischung nach 60’: Stickstoff im Analysenapparat 6,93 ccm; Gesamt- 
volumen nach Einsaugen der Gasprobe 13,44 ccm; eingesaugt 6,51 ccm; 
nach Absorption durch Kalilauge 13,33 ecm; nach Absorption durch 
Hydrosulfit 12,03 com. CO, = 0,11 com = 1,7%, O, = 1,3 com = 20%. 
N, = 78,3%. 

Xo, = — 0,07 com; reo, = +0,29 com, Extra-CO, = 0,22 ccm. 

Hohe Lichtstarke (150 Kerzen, 4 cm). Barometerstand bei Schlu8 
der Haihne 761 mm Hg. Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung 
nach 60’; Stickstoff im Analysenapparat 6,93 ccm; Gesamtvolumen nach 
Einsaugen der Gasprobe 13,61 ccm; eingesaugt 6,68 ccm; nach Absorption 
durch Kalilauge 13,61 ccm; nach Absorption durch Hydrosulfit 12,03 ccm. 
CO, —. O, = 1,58 com = 23,7%. N, = 76,3%. 

%, = +0,37 com. zoo, = 0. Extra-Sauerstoff = 0,37 ccm. 

b) NH, nach Zentrifugieren und Verdiinnen der iiberstehenden Fliissig- 
keit 20 ccm: 

Dunkel: 10cem = 0,35 com "/599-NH, = 0,7- 10~® Mole. “Gesamt- 
NH, = 1,4+ 10~® Mole. 

Niedrige Lichtstaérke: 10 ccm = 0,33 com ¥/s99-NH, = 0,66- 10~¢ 
Mole. Gesamt-NH, = 1,3-10~* Mole. 


Tabelle XXIX. 


10 ccm Zellsuspension scheiden in 60’ aus 








Extragas Extragas Ammoniak Mole NH, auf 
ecm Milliontel Mole | Milliontel Mole | 2 Mole Extragas 


0,13 (CO,) 5.9 14 .— 
Niedr. Lichtstiirke |» 0.22 (CO,) 9,9 1,3 0,26 
Hohe Lichtstirke | 0,37 (O,) 16,7 44 0,5 
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Hohe Lichtstirke: 5 com = 0,55 com ®/599-NH,; = 1,1+ 10~® Mole. 
Gesamt-NH, = 4,4- 10~® Mole. 
c) aus a und b zusammengestellt: 





Nr. 32. Extra-Sauerstoff und Ammoniak bei Bestrahlung. 

Suspensionsfliissigkeit: ®/,5-NaNO,, ®/199-HNO,. 

Suspensionsdichte: 0,2 com Zellen: 10 ccm. 

Zur Bestimmung 8 ccm Zellsuspension, im iibrigen Anordnung wie 
in Protokoll 30. 

a)Gasanalyse. Rezipient: vp=8, vg=6,9, Ko, =6.57, Koo, =12,35. 

Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 

' setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiiure, 20,9% Sauer- 
stoff, 79,1% Stickstoff. 

Dunkel. Barometerstand bei Schlu8 der Haihne 761 mm Hg. Pro- 
zentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff im Ana- 
lysenapparat 7,01 ccm. Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 
11,93 com; eingesaugt 4,92 ccm; nach Absorption durch Kalilauge 11,75 ccm; 
nach Absorption durch Hydrosulfit 10,95 com. CO, = 0,18 ccm = 3,66%, 
O, = 0,8 com = 16,3%. N, = 80,1%. 

%, = —0,31 com; Xo, = +0,44 com. Extra-CO, = 0,13 ccm. 

Hohe Lichtstarke: Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 761 mm 

Hg. Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’: Stickstoff 
i im Analysenapparat 7,01 com; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gas- 
H probe 12,23 com; eingesaugt 5,22 com; nach Absorption durch Kalilauge 
t i 12,23 com; nach Absorption durch Hydrosulfit 10,94 com. CO,:—. O, 
i ‘ = 1,29 com = 24,7%. N, = 75,3% 
a %, = +0,32 com. 20, = —. Extra-Sauerstoff = 0,32 ccm. 
ie b) NH, nach Zentrifugieren und Verdiinnen der iiberstehenden 
Flissigkeit auf 20 ccm. 

Dunkel: 10 com = 0,3 com %/;99-NH, = 0,6-10-® Mole. Gesamt- 
NH, = 1,2- 10~® Mole. 

Hell: 10 com = 0,6 ccm "/599-NH, = 1,2-10-® Mole. Gesamt-NH, 
= 2,4- 10-6 Mole. 

c) aus a und b zusammengestellt. 


Tabelle XXX. 
8 com Zellsuspension scheiden in 60’ aus 


Extragas Extragas Ammoniak | Mole Ammon.a. 
ecm Milliontel Mole | Milliontel Mole | 2 Mole Extragas 


. «ss | 018 (COD 5,9 1,2 04 
Hohe Lichtstarke | 0,32 (0) | 14,4 2,4 0,33 




























































































Nr 33. Extragas bei Bestrahlung alter Zellen 
Zellmaterial: aus alter Kultur, in der die Zellen sedimentiert waren 
Suspensionsfliissigkeit: "/, -NaNO,, ®/,99-HNOs. 

Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 
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Zur Bestimmung 10 ccm Zellsuspension, Anordnung wie in Protokoll 30. 
Gasanalyse: Rezipient: vp = 10, vg = 10,7, Ko, = 10,12, Koo, = 17,34. 
Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% 
Sauerstoff, 79,1% Stickstoff. 

Dunkel: Barometerstand bei Schlu8 der Hihne 766 mm Hg. Pro- 
zentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 90’: Stickstoff im 
Analysenapparat 6,72 ccm; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gas- 
probe 13,05 ccm; eingesaugt 6,33 ccm; nach Absorption durch Kalilauge 
12,92 ccm; nach Absorption durch Hydrosulfit 11,78 cem. CO, = 0,13 com 
= 2,05%, O, = 1,14 com = 18,01%. N, = 79,9%. 


%, = —9,31 com. og, = +0,34 com. Extra-CO, = 0,03 ccm. 


Hell (150 Kerzen, 4 cm). Barometerstand bei SchluB der Hiahne 
766 mm Hg. Prozentische Zusammensetzung der Gasmischung nach 90’: 
Stickstoff im Analysenapparat 7,00 ccm; Gesamtvolumen nach Einsaugen 
der Gasprobe 13,55 com; eingesaugt 6,55 ccm; nach Absorption durch 
Kalilauge 13,55 com; nach Absorption durch Hydrosulfit 12,05 ccm. 
©€O,:— O,=1,5 com = 22,9%, 


%, = +0,27 com 2%o,: —. Extra-Sauerstoff = 0,27 ccm. 


Nr. 34. Bildet sich bei Bestrahlung in dem Nitratgemisch freier 
Stickstoff? 


Suspensionsfliissigkeit: ®/, 9-NaNO,, ®/,99-HNO,. 

Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 

Zunichst wurde fiir 10 com Zellsuspension Gaswechsel und Ammoniak- 
ausscheidung bei Bestrahlung bestimmt, indem der Gasraum Luft war. 
Dieser Versuch ergab das Ammoniakdefizit oder die zu erwartende Menge 
an freiem Stickstoff. Dann wurde der Versuch unter gleichen Bedingungen 
wiederholt mit dem Unterschied, da8 mit elektrolytisch gewonnenem 
Sauerstoff gesittigt wurde. (Darstellung des Sauerstoffs vgl. Protokoll 15.) 
Durch den zweiten Versuch wurde festgestellt, ob eine Vermehrung des 
‘Gasrestes von der GréSenordnung des Ammoniakdefizits auftrat. 

a) Gasanalyse in Luft. Rezipient vy = 10, vg = 10,7, Ko, = 10,12, 
Koo, = 17,34. 

Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Prozentische Zusammen- 
setzung der Gasmischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% Sauer- 
stoff, 79,1% Stickstoff. 

Barometerstand bei Schlu8B der Hiihne 762 mm Hg. Prozentische 
Zusammensetzung der Gasmischung nach 60’ Bestrahlung (150 Kerzen, 
4 cm): Stickstoff im Analysenapparat 7,08 ccm; Gesamtvolumen nach 
Einsaugen der Gasprobe 13,88 ccm; Eingesaugt 6,80 ccm; nach Absorption 
durch Kalilauge 13,88 ccm; nach Absorption durch Hydrosulfit 12,25 ccm. 
©O,: —. O, = 1,63 = 24,0%. N, = 76%. 


Zo, = +0,40 com. %o,: —. Extra-Sauerstoff = 0,40 ccm. 
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b) Ammoniak nach Zentrifugieren in der iiberstehenden auf 20 ccm 
verdiinnten Filiissigkeit. 


10 cem=0,7 com ®/599-NH, =1,4- 10~® Mole. Gesamt-NH, =2,8- 10~® Mole. 


a’) Gasanalyse in Sauerstoff. 

Rezipient vp = 10, vg = 10,74 Ko, = 10,12, Koo, = 17,34. 

Bei 25° 30’ Sauerstoff durchgeleitet. Gasrest in 7 ccm des Sauer- 
stoffs vor dem Versuch: 0,02 ccm. Prozentische Zusammensetzung des 
Gasraums nach 60’ Bestrahlung (150 Kerzen, 4 cm): Stickstoff im Analysen- 
apparat 7,02 com; Gesamtvolumen nach Einsaugen der Gasprobe 14,01 ccm; 
eingesaugt 6,99 com; nach Absorption durch Kalilauge und Hydrosulfit 
7,04 com; Gasrest also 0,02 ccm. 

c) Zusammenfassung. Mit 0,4 com = 18-10~® Molen Extra- 
Sauerstoff miBten 9- 10-® Mole Ammoniak erscheinen nach der Gleichung 


HNO, + H,O = NH, + 20,, 


wiahrend nur 2,8 - 10~® Mole, das heiBt 1/, dieser Menge nachgewiesen wurden. 
Wiirden 70% des Extra-Sauerstoffs der Reaktion 


2N,0, =2N, +50, 


70 


entstammen, so miiBten 0,4- 3%5-%= 0,11 ccm Stickstoff entwickelt 
werden, wihrend der Gasrest um sicher weniger als 0,01 ccm zunahm. 


Nr. 35. Bestrahlung narkotisierter Zellen in Nitratgemisch. 
Suspensionsfliissigkeit: "/,9-NaNO;, ®/199-HNO,, 0,013% Phenyl- 


urethan. 
Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 


Tabelle XXXI. 


Versuch I ') | Versuch II 1) 
| dunkel hell | dunkel | “hell 


Barometerstand bei Schluf der'| 
Hihne mm Hg 757 757 762 762 
Stickstoffi. Analysenappar. ccm} _7,12 6,85 6,89 6,92 
Gesamtvolumen nach Einsaugen | 

der Gasprobe | 13,13 | 13,01 _ 
Eingesaugt | 601 | 6,16 | 6 
N. Absorption d. Kalilauge cem| 12,96 | 12,91 | 13,20 
N. Absorption d. Hydrosulfit cem') 11,92 | 11,66 | 12,10 — 
0,17 | O01 0,22 
283 | 1,62 | 3,37 _ 
1,04 1,25 1,10 

173_| 203 | 1685_ 
| 79,9 | i | 798 

+047 | +0,27 | +0,56 
—0,37_ —0,41 
Bxtra—CO, 0,1 3 | 0,15 


1) Fiir Versuch I und II verschiedenes Zellmaterial. 




















_13,42 _ 
6,53 
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Eine Stammsuspension in ®/,»-NaNO, wurde bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt und direkt vor Beginn einer Messung mit dem gleichen Volumen 
8/,9-NaNO;, ®/59-HNO,;, 0,026% Phenylurethan vermischt. Je 10 ccm 
Zellsuspension in den Rezipienten eingefiillt, fiir den 


vp = 10, vg = 10,7, Ko, = 10,12, Koo, = 17,34. 


Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Zusammensetzung der Gas- 
mischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiiure, 20,9% Sauerstoff, 79,1%, 
Stickstoff. 

Lichtquelle: */,-Watt-Metallfadenlampe, 150 Kerzen, in 4 cm Ent- 
fernung. 

Gasanalysen: Tabelle XXXI. 


Nr. 36. Bestrahlung narkotisierter Zellen in Nitrat- und Sulfat- 
gemisch. 

Suspensionsfliissigkeiten: 
2/,o-NaNO;, "/199-HNO;, 0,013% Phenylurethan und 2/,9-Na,SO,, 3/:99- 
H,SO,, 0,013% Phenylurethan. 

Suspensionsdichte: 0,2 ccm Zellen: 10 ccm. 

Darstellung der Suspensionen, wie in Protokoll 35. Je 10 ccm Sus- 
pension in den Rezipienten, fiir den 


vy = 10, v4 = 10,7, Ko, = 10,12, Koo, = 17,34. 


Bei 25° bis zur Sattigung Luft durchgeleitet. Zusammensetzung der Gas- 
mischung vor dem Versuch: 0% Kohlensiure, 20,9% Sauerstoff, 79,1% 
Stickstoff. 

Lichtquelle: */,-Watt-Metallfadenlampe, 150 Kerzen, in 4 cm Ent- 
fernung. 

Gasanalysen: 





Tabelle XXXII. 


| Nitrat | Sulfat | Nitrat 

| hell | hell | dunkel 
Barometerstand b. Schilug d. Hihne mm Hg} 758 757 | 787 
Stickstoff im Analysenapparat . . .cem) 7,07 | 693 | 7,05 — 
Gesamtvolumen nach Hinsaugen der Gas- 
probe ... _. .cem|} 13,82 | 13,58 | 13,60 


Eingesaugt . .ecem) 6,75 6,65 | 6,55 — 


Nach Absorption durci Kalilauge — ccm| 13,70 | | 13,58 | 13,39 
Nach Absorption durch Hydrosulfit cem) 12,34 | 12,19 | 12,30 





Gemisch 





























. Cem | 0,12 0 0,21 
=. Ser. Be 3,2 
ecm) —-1,36 : 1,09 
16.6 
: 902 
-cem| +031 “+ +0,53 
cem | —0,05 —0,44 — 
a 6 0,09 



































Eine mikroskopische Uberfiihrungsmethode. 
Studien iiber Eiwei8reaktionen. I. 
Von 


A. v. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem Institut fiir Schiffs- und Tropenhygiene zu Hamburg.) 


(Hingegangen am 3. Juli 1920.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Mit Riicksicht auf die groBe kolloidchemische Bedeutung 
elektrischer Uberfiihrungsversuche sei es gestattet, an dieser Stelle 
die Methode zu schildern, die sich in einer Reihe von Untersuchungen 
(die demnichst veréffentlicht werden sollen), durch ihre Ein- 
fachheit, Feinheit und rasche Ausfiihrbarkeit besonders gut be- 
wihrte. 

Die kataphoretische Wanderung von Zellen wurde schon 
wiederholt mikroskopisch beobachtet (Héber, Lillie, Comman- 
don, J. Traube u. a. m.), in der reinen Kolloidchemie aber hat 
sich diese Methode der Uberfiihrung, wie naheliegend auch der 
Gedanke sein mag, nicht eingebiirgert. 

Die von uns verwendete Methode war folgende: ein Tropfen 
der zu untersuchenden Flissigkeit wurde zwischen Deckglas 
und Objekttrager im Mikroskop (Zei8 Okul. 4, Obj. D), je mach. 
Bedarf mit Paraboloidkondensor (ZeiB) oder Abbes Kondensor 
eingestellt, sodann wurde von den seitwarts gerichteten Ecken 
des quer aufgelegten Deckglases rechts und links schmale Flissig- 
keitsbriicken von verflissigtem, durch 10% NaCl leitend gemach- 
tem Agar gezogen. An diese Agarbriickchen wurden nun 0,5—1 cm 
weit vom Deckglas die unpolarisierbaren Elektroden angelegt, 
und der 110 Volt Gleichstrom der Stadtleitung wurde bei gleich- 
zeitiger mikroskopischer Beobachtung der Wanderungsrichtung 
wiederholt gedffnet und geschlossen 
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Eine derartige Feststellung dauert kaum einige Sekunden, 
und jede Bewegung der optisch aufliésbaren Kolloide laBt sich 
auf diese Weise genauestens verfolgen. 

Uber die Einzelheiten der Ausfiihrung sei folgendes bemerkt: 


1. Der zu untersuchende Tropfen sei geniigend groB, so daB er am 
Rande des Deckglases etwas frei hervortritt, denn sonst wird der Agar 
durch Capillaritit leicht in gréBeren Mengen unter das Deckglas gesogen. 

2. Woméglich soll die Konzentration der Elektrolyte nicht 0,1 n 
tiberschreiten, da bei héherer Leitfiihigkeit des Dispersionsmittels die 
Wanderung oft undeutlich wird. 

3. Zur Beobachtung bedient man sich am besten eines Okularfaden- 
kreuzes, um einen festen Anhaltspunkt zur Beurteilung der Bewegungen 
zu haben’). 

4. Man durchschaue bei der Beobachtung durch Senken und Heben 
des Mikroskoptubus die ganze Dicke des Tropfens. Besonders bei feinen 
Suspensionen sieht man neben der Hauptwanderungsrichtung Teilchen 











dicht am Deckglas oder Objekttriger in diinner Schichte in entgegen- 
gesetzter Richtung wandern. Dieses Phinomen ist wahrscheinlich durch 
das Zuriickschleichen des durch die Kolloidteilchen mitgeschleppten 
Wassers bedingt, das einzelne disperse Teilchen mitreiBt, was bei fliichtiger 
Beobachtung eine falsche Wanderungsrichtung vortiuschen kann. 

5. Die Form der unpolarisierbaren Elektroden ist Geschmacks- 
sache. Bei den genannten Untersuchungen hatte sich folgende Form 
gut bewahrt (Abb. 1): Zwei Glasréhrchen wurden an einem Ende etwas ge- 
bogen und ausgezogen, und sodann mit einem Wollfaden ausgestopft, 
der am schmalen Ende frei heraushing, um die Verbindung mit dem Agar 
herzustellen. Anlehnend an die Vorschrift der Depolarisation von Mic haelis*) 
wurde das eine Rohr mit konzentrierter CuCl,-Lésung durchtriinkt, und 
als Kathode ein Kupferstab eingefiihrt. In das andere mit NaCl durch- 
trinkte Rohr wurde als Anode ein Silberstaibchen eingelegt. (Man kann 
einige Krystalle CuCl, bzw. NaCl mit dem Wollfaden als Reserve noch in 


1) Sehr gute Dienste leistete die M. Mayerache Lichtschutzkappe. 
Besonders bei ultramikroskopischer Beobachtung wurde dieser einfache 
Apparat unentbehrlich. 

*) Michaelis, L., Die Wasserstoffionenkonzentration. Springer, Berlin 
1914, 8. 192. 
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das Réhrchen einstopfen.) Die breiten Enden der Réhrchen kénnen mit 
Siegellack verschlossen werden. Die heraushingenden Faden tauchen 
auBer Gebrauch in starke Kochsalzlésung. 


Der gréBte Mangel dieser Methode ist der, daB diese sich nur 
bei optisch auflésbaren Systemen verwenden laBt. In vielen Fallen 
kann man sie aber durch einen Kunstgriff auch fiir optisch unauf- 
lésbare homogene hydrophil-kolloidale Systeme geeignet machen: 
man versetzt sein Kolloid mit einer geringen Menge reiner Tier- 
kohle und bestimmt nun die Wanderungsrichtung der letzteren. 

Unsere Kohle (Mercks Carbo sang. med.) zeigte auch selber eine 
wohlausgepriigte anodischée Wanderung'). Durch anorganische Elektro- 
lyte 1a4Bt sich jedoch diese Ladung der Kohle kaum beeinflussen; die Kohle 
wurde selbst in 0,1 n CuCl, oder AICI, nicht umgeladen, ebensowenig in 
einem Acetatregulator vofi p, 3. Die Adsorption der Kohle ist also, wie 
Michaelis und Rona?) feststellten, eine apolare, hingegen ist die Affinitat 
kohlenreichen Verbindungen gegeniiber eine hohe [Michaelis und Rona‘)], 
so daB die Kohle in Eiwei8 versetzt, dessen Wanderungsrichtung annimmt. 
Die, durch diese mikroskopische Methode bestimmte isoelektrische Kon- 
stante des Caseins, Gelatins und Serumalbumins wurde zur Priifung der 
Methode mit der makroskopisch ermittelten verglichen und identisch 
gefunden. 

Von den Vorteilen beider Methoden sei noch auf die geringe 
Menge des nétigen Untersuchungsmaterials hingewiesen. Im Not- 
falle geniigen Bruchteile eines Kubikzentimeters eines gegebenen 
Kolloids zur Ermittelung des isoelektrischen Punktes. Konzen- 
triertere kolloidale Lésungen kénnen entsprechend verdiinnt 
werden. 


1) Bei dieser Methode der Beobachtung findet man tiberhaupt kaum 
elektroneutrale Kérper unter den geniigend weitgehenden dispergierten 
Substanzen. 

*) Diese Zeitschr. 10%, 268. 1920. 
3) Diese Zeitschr. 97, 57. 1919. 








Die Wirkung der Elektrolyte auf das Serumalbumin. 
Studien iiber Eiwei8-Reaktionen. II. 
Von 
A. v. Szent-Gyoérgyi. 
(Aus dem Institut fiir Schiffs- und Tropenhygiene zu Hamburg.) 
(Eingegangen am 3. Juli 1920.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


h = Wasserstoffionenkonzentration [H]'), 
IP = Isoelektrischer Punkt'), 
AP = Anelektrischer Punkt, 
Esp = Entladungsspannung. 


Im Bestreben, unter einfachen Versuchsbedingungen an besser 
charakterisierbarem Versuchsobjekte dem Verstindnis der Elek- 
trolytwirkung niherzutreten, wurde die Wirkung der Elektrolyte 
auf das Serumeiwei$ untersucht. Als Material diente das mit 
destilliertem Wasser auf das l5fache verdiinnte, unter Toluol 
im Eisschrank in Kollodiumhiilsen bis praktischer Salzfreiheit dia- 
lysierte Serumalbumin des Pferdes, und zwar sowohl in nativem 
wie auch in denaturiertem Zustande*). Das denaturierte Albumin 
wurde durch Eintauchen des salzfreien EiweiBes fiir einige Zeit 
in siedendes Wasser hergestellt. Das auf diese Weise gewonnene 
Praparat ist eine weiBe, milchige Fliissigkeit, die sich im Ultra- 
mikroskop (Paraboloidkondensor, Obj. D, Okul. 4 von ZeiB) 
in feinste hellglanzende Kérnchen vollkommen auflésen laBt, die 
im elektrischen Potentialgefille eine wohlausgeprigte anodische 
Wanderung zeigen). 


1) Michaelis, diese Zeitschr. 103, 225. 1920. 

2) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 94, 225. 1919. 

8) Einige Praparate zeigten bei der Denaturierung bloB maBige 
Opaleszenz, wihrend andere mitunter spontan ausflockten. Derartige 
Priiparate wurden ausgeschieden; 
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Ams Szent-Gyorgyi: 





Die Versuche wurden stets so angestellt, daB in kleinen 
Reagenzréhrchen je 1 ccm des Elektrolyts (dessen Konzentration 






in Normalwerten angegeben ist) je 0,1 com des Albumins zugesetzt 
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Abb. 1. 


wurde. 

Unter den Wir- 
kungen des Elektro- 
lyts waren fiir uns 
besonders zwei von 
Interesse: die Flok- 
kung und die Wir- 
kung auf die Wan- 
derungsrichtung des 
EiweiBes. Erstere 
wurde nach 15 Mi- 
nuten und 24 Stun- 
den makroskopisch, 
letztere nach einer 
Viertelstunde ultra- 
mikroskopisch _ fest- 
gestellt'). 

Unsere meisten 
Versuche zeigen den 
Mangel, daB bei ihnen 
die h nicht definiert 
und somit eine Kon- 
kurrenz der H’ nicht 
ausgeschlossen ist. Es 
wurde diesem Um- 
stande aus dem Grun- 
de keine gréBere Be- 
achtung geschenkt, 
weil bloB relative 
Werte erstrebt wur- 
den und alle Versuche 


unter den gleichen Versuchsbedingungen angestellt waren. Die 
bei konstanter neutraler Reaktion wiederholten Probeversuche 
ergaben keine wesentlich verschiedenen Resultate. 


1) Niheres tiber die Technik dieser Versuche s. diese Zeitschr. 110, 


116, 1920. ,,Eine mikroskopische Uberfiihrungsmethode“. 
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Das denaturierte Albumin. Die Resultate dieser Ver- 
suche sind in der Abb. 1 graphisch dargestellt. Die Kurve gibt 
die Flockung, der vertikale Strich den Wendepunkt der Wan- 
derungsrichtung, der der Kiirze halber AP genannt sein mag. 

Rechts von diesem wanderte das Eiweif anodisch, links 
von diesem kathodisch. An der Abscisse sind die steigenden 
Elektrolytverdiinnungen aufgetragen, die Ordinate zeigt in 
willkirlicher MaBeinheit die GréBe der Flockung. Die Héhepunkte 
der Kurven waren hier bei allen Elektrolyten totale Fillungen. 
Die Flockungen lagen in allen Parallelversuchen konstant bei 
denselben Verdiinnungen des Elektrolyts. Die Umladungswerte 
zeigten einige Variation. 

Das auffallendste an diesen Resultaten ist die Unabhangigkeit 
des Flockungsmaximums vom AP. Beide Punkte liegen bei allen 
Elektrolyten bei verschiedener Konzentration, und zwar liegt 
bei den untersuchten Ionenkombinationen stets der AP bei den 
hdheren Verdiinnungen. Dies ist auch bei H der Fall, auch bei 
Versuchen, die bei konstantem h bei Anwendung von Regulatoren 
angestellt wurden; auch bei diesen Versuchen fielen beide Werte 
mehr oder minder auseinander. 

Dieser Befund legt die Vermutung nahe, daB wir es beim 
denaturierten Albumin nicht mit einem homogenen System zu 
tun haben, sondern daB dieses Kolloid aus zwei verschiedenen 
Phasen besteht, aus dem optisch sichtbaren, ausgefallenen EiweiB, 
und von geringen Spuren anhaftender geléster EiweiBstoffe, die 
den Kolloidschutz bilden, und derer Ausflockung das Ausfallen 
des gesamten Kolloids bedeutet, waihrenddessen die Wanderung 
des Eiwei8kérnchens von den Qualititen beider Phasen additiv 
abhingt. Der AP ist durch keine wohlausgepragte Flockungszone 
charakterisiert. 

Durchgehen wir nun die Reihe der Ionen, die in der Tafel 
nach der Esp des Kations geordnet sind, so sehen wir bei den 
fiinf ersten Ionen héchster Hsp keine Flockung, bei den ersten 
drei einwertigen Ionen auch keine Umladung. Hier scheint 
vielmehr die Wirkung des Anions geringerer Hsp zu tiberwiegen, 
so, daB wir hier an Stelle der Umladung eher eine Erhéhung der 
negativen Beladenheit vorfinden’). 


1) Die Hsp dieser Ione sind nach Wilsmore und Ostwald, in ab- 
soluten Potentialen ausgedriickt, folgende: 
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Diese Erhéhung der negativen Beladung wurde auf zwei Wegen fest- 
gestellt: 1. durch die Ermittelung der Wandtrungsgeschwindigkeit im 
Potentialgefille. (Die Versuche wurden in besonderen Kammern ange- 
stellt, um unter konstanten Bedingungen zu arbeiten.) Das Eiwei8 wurde 
mit 1,0 n. NaCl versetzt, sodann nach einiger Zeit das Gemisch mit dem 
15 fachen destillierten Wasser verdiinnt und die Wanderungsgeschwindigkeit 
sogleich und in nachfolgenden kurzen Zwischenriumen bestimmt. Diese 
gab folgende Werte 4/145, */180» 4/200» 4/235 cm/sek. In dem MaBe also, wie 
das NaCl vom Eiweif abgegeben wurde, verlangsamte sich seine Wan- 
derungsgeschwindigkeit. Da die Masse des EiweiBes bei dem Versuche 
relativ sehr gering war, kann die Verlangsamung der Geschwindigkeit 
ungezwungenerweise nicht durch die Erhéhung der Leitfihigkeit der Fliissig- 
keit durch das abgegebene Kochsalz allein erklirt werden. Die endgiiltige 
Geschwindigkeit war also bei NaCl */,,,;, bei NH,Cl unter gleichen Bedin- 
gungen 1/,.,, bei KCl */;39 cm/sek. Dieser hohe Wert bei KCl ist ein Befund, 
fiir den die Erklirung nicht gefunden werden konnte 

Die zweite Methode, mit der die Wirkung des NaCl auf die Ladung 
untersucht wurde, war die Ermittelung des umladenden Grenzwertes 
bei umladenden Kationen mit und ohne Gegenwart von NaCl. Verwendet 
man als Kation das hochwirksame H, so kommt die schwache Wirkung 
des NaCl nicht gut zur Geltung. Viel schénere Resultate erbrachten die 
Versuche mit CaCl,, die zeigten, daB die umladende Wirkung von CaCl, 
bei seinen umladenden Grenzwerten durch NaCl ginzlich aufgehoben wird. 
Als bemerkenswertes Resultat haben die Versuche ergeben, daB das NaCl 
die umladende Wirkung des CaCl, eben in demjenigen Mengenverhiltnis 
aufhebt, in dem die Mischungen dieser Salze auch fiir den héheren Organis- 
mus ungiftig bleiben, sich als physiologisch aquilibriert zeigen. Das Re- 
sultat eines derartigen Versuches bei Verwendung steigender hf (sehr ver- 
diinnte Acetatregulatoren) ist in beistehender Tabelle dargestellt. Die 
Zeichen bedeuten die aus der Wanderungsrichtung bestimmte Ladung 
der Eiwei8kérnchen 


























hk 4.5 - 10-76 - 10-19 + 10-712 - 10-618 - 10-625 - 10- 68,7 - 10-6 
Normalversuch _ oa a _ | + + oS 
0,9%/, NaCl - |-|];-| - + + | + 
0,02°/, CaCl, + | + | + + | + a - 
09%, Nal. | — | — | oe | a oe | | + + 
+ 0,02%/,CaCl, | 





Bei den folgenden Ionen, Mg und Ca, finden wir, wie gesagt, 
keine Flockung, bloB eine Umladung. 


K (2,92) Al (0,999) Cu —0,606 
Na (2,54) Fe 0,63 Hg —1,027 
Ca (2,28) Pb —0,129 Ag —1,048 
Mg (2,26) H —0,277 Cl —1,694 


Wilsmore, Zeitschr. f. physikal. Chemie 35, 291. 1900; Wilsmore und 
Ostwald, W., Zeitschr. f. physikal. Chemie 36, 91. 1901. 
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Bei AICI, ist der umladende Grenzwert auBerordentlich 
hoch (10-!5n). Da hier die EiweiBkérnchen scheinbar durch 
ein einziges Ion umgeladen werden'), findet man bei feiner ab- 
gestuften Elektrolytreihen stets eine wohlausgeprigte Flockung, 
bedingt durch die Umladung der halben Zahl der Eiwei8kérnchen 
im Gegensatz zu den noch unumgeladenen, negativen Teilchen, 
die mit ersteren zusammenballen’). 

Bei FeCl, ist der umladende Grenzwert merkwiirdigerweise 
sehr niedrig. 

Bei Pb sieht man eine bereits von Pauli?) beschriebene 
zweite Flockungszone. Dieselbe ist andeutungsweise auch bei 
H’) und Hg vorhanden. 

Von ganz besonderem Interesse ist die Kurve des H. Diese 
zeigt namlich ganz dieselben Eigentiimlichkeiten, die wir auf 
Grund der Hsp in der Reihe der Ionen erwarten kénnen. Eine 
Sonderstellung ist in keiner Richtung erkennbar. 

Die Kurve des CuCl, ist analog der des H und zeigt keine 
besonderen Eigentiimlichkeiten. 

Die zwei letzten Ionen geringster Esp zeichnen sich durch 
die fehlende bzw. mangelhafte Auflésung oberhalb des Flockungs- 
optimums aus. Bei Hg ist die geringe Auflésung in einer besonders 
lockeren Fiigung des Niederschlages erkennbar. Bei Ag fehlt 
scheinbar diese Auflésung ganz. Bei diesem Ion ist der anstei- 
gende Ast der Flockungskurve besonders flach: der Niederschlag 
ist proportional der zugesetzten Ag-Menge. Die chemische Bin- 
dung zwischen Eiweif und Ag ist besonders fest. Hat man den 
UberschuB des Ag durch 1—2tagige Dialyse entfernt, so gibt 
das Eiwei8 kein Ag mehr ab und zeigt keine chemischen Reak- 
tionen des Silbers (kein Niederschlag mit Cl, keine Reduktion 
mit Formalin oder Hydrochinon)*). Umladung und Flockung 
fallen bei diesem Ion annihernd zusammen. 


1) Siehe Zeitschr. f. physik. Chem. 1920. (,,Eine Methode.. . usw.‘) 

*) Hofmeister, Beitrige 3, 223. 1903. 

3) Bei H mag diese Flogkung identisch sein mit der von Pauli und 
Handowsky konstatierten plitzlichen Viskositatsabnahme bei den héch- 
sten h. (Diese Zeitschr. 18, 340. 1909.) Von Rona und Michaelis wurde 
beim Edestin eine analoge Fillung erzielt. 

4) Dieser Unterschied den Befunden von Galeotti gegeniiber mag seinen 
Grund in der Denaturierung haben (Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 492, 
1904). 
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Das native Albumin. Von besonderem Interesse schien 
die Untersuchung des nativen Albumins, da hier nicht mit der 
MOglichkeit zweier verschiedener Phasen gerechnet werden muBte. 
Die Versuche wurden in gleicher Weise angestellt. Ihre Resultate 
sind an der Abb. 2 dargestellt. 

Das native Albumin zeigt im allgemeinen eine geringere 
Tendenz zum Ausflocken, wofiir zur Erreichung der Flockungs- 
maxima um einiges héhere Elek- 






































Norm. Konzertr | ot ieee j 
aes Salzes 7 of f° 0% 1% trolytenkonzentrationen angelegt 
Me Mie TEE SS. werden miissen!). Die Flockungs- 
Ca, My ipa kurven sind bedeutend niedriger. 
Der wesentlichste und wich- 
Al lls ee tigste Unterschied dem denatu- 
rierten Albumin gegeniiber ist der, 
daB hier auBer bei AICI, bei allen 
Pb (WO), -|+ Salzen der AP mit dem Flok- 
PON kungsmaximum zusammen- 
fallt, daB also bei allen Kationen 
Hel -|+ geringerer sp sich dieselbe Regel- 
maBigkeit zeigt, die durch Mi- 
chaelis fir das H’ bei der Auf- 

Cull, -|+ 

stellung der Theorie des JP bei 
we den verschiedenen Ampholyten 

1g Cl festgestellt wurde?). 
Durch AICI, wird das Eiwei8 
pen selbst bei 0,1n Elektrolytenkon- 
IOs ——t zentration nicht umgeladen®). 
Auch die Flocken wanderten bei 
AIC], im ganzen Flockungs- 








Abb. 2 bereiche anodisch. 


1) Dieser Umstand liBt vermuten, da8 der supponierte geléste Anteil des 
denaturierten Albumins etwas vom nativen Alb. qualitativ Verschiedenes sei. 
*) Die Wanderungsrichtung wurde aus der Wanderung der Flocken 
festgestellt, nachdem wir uns iiberzeugt haben, daB beim Kasein die Flocken 
-oberhalb des P kathodisch, unterhalb desselben anodisch wandern. AuBerdem 
wurden, wo es noch wegen Mangel an Flockung nétig war, Uberfiihrungs- 
versuche mit Kohlenadsorption angestellt. 

%) Dieser Umstand léB8t den zunichst noch experimentell zu priifen- 
den Gedanken aufkommen, daB die Flockung beim Al hier, ebenso wie beim 
denat. Alb. gar nicht eine der Flockung bei den anderen Ionen analoge 
Erscheinung sei. 
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Die fiinf ersten Ione héchster Esp. zeigen weder Flockung 
noch Umladung. 

Beim H ist die Umladung mit keiner sichtbaren Fallung 
verbunden, immerhin wissen wir aus der Literatur des JP, daB 
der Wendepunkt der Wanderungsrichtung stets mit dem Lés- 
lichkeitsminimum zusammenfallt, auch wenn der JP durch keine 
sichtbare Flockung charakterisiert ist. Weiterhin ist auch aus 
der Literatur des JP bekannt, daB der Wendepunkt der Wande- 
rungsrichtung homogener Ampholyte stets den Wendepunkt 
der elektrolytischen Dissoziation bedeutet, oberhalb dessen der 
Ampholyt als vorwiegend Kation, unterhalb dessen der vor- 
wiegend Ampholyt als Anion vorhanden ist. 

Es liegt kein Grund vor, die Umkehr der Ladung im Flockungs- 
optimum auch bei den anderen Ionen auf andere Weise erkliren 
zu wollen. Hier, bei diesen Ionen scheinen dieselben RegelmaBig- 
keiten zu herrschen wie beim H’, und es besteht die Hoffnung, 
die RegelmaBigkeiten, die von Michaelis und seinen Mitarbeitern 
fir das H festgestellt wurden, auch auf diese anderen Ione 
geringer Hsp iibertragen zu kénnen. 

Uberlegen wir uns auf Grund der Ionenlehre, was wir bei 
dem Zusammentreffen eines Elektrolytenions mit dem Eiweib- 
ion zu erwarten haben, so scheint die Umkehr der Dissoziation 
bei allen Ionen geringer Esp einer einfachen Deutung zugiinglich. 

Nach der Aussprache von Nernst ist das Ion eine gesattigte 
chemische Verbindung des Atoms mit dem Elektron. Soll also 
zwischen zwei Ionen eine chemische Verbindung zustande kommen, 
so muB zuerst die Verbindung der Atome mit den Elektronen gelést 
werden, bevor sich Atom mit Atom und Elektron mit Elektron ver- 


binden kann. Ag@® + cle iid Ag (Cl + (F-) hi 

Es stehen sich also zwei GréBen gegeniiber: die Affinitit 
beider Elektrone + Affinitat beider Ione einerseits, die Summe 
der Affinititen der Atome zu den Elektronen andererseits. Ist 
die Summe der ersteren gréBer als die der letzteren, so wird sich 
Atom mit Atom und Elektron mit Elektron verbinden. Ist die 
Summe der letzteren Affinitaiten eine gréBere, so bleibt die Ver- 
bindung zwischen Atom und Elektron bestehen, i. e. es kommt 
keine chemische Reaktion zustande?). 


1) §. Abegg und Bodlander, Zeitschr. f. anorg. Chemie 20, 253. 
1899. In dieser grundlegenden Arbeit wird die Affinitét der Elektrone 
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Wird also das EiweiBanion mit einem Kation geringer Esp 
(d. h. geringer Elektronenaffinitat) versetzt, so vereinigt es sich 
mit diesem bei gleichzeitigem Austausch der Ladungen zum 
undissoziierten Molekiil, das unter den drei Formen des EiweiBes 
(Anion, Kation, Molekiil) am wenigsten léslich ist. 

Das EiweiBmolekiil hat eine gewisse, durch die Dissoziations- 
konstante charakterisierbare Tendenz zur elektrolytischen Disso- 
ziation, und zwar sowohl nach der sauren, wie auch nach der alka- 
lischen Seite zu. Da bei dem EiweiB gewéhnlich die cxstere die gréBere 
ist, so wird die Dissoziation der alkalischen Seite zu unterdriickt 
und das Eiweif ist nun als Anion vorhanden: OHAlb’...H’. 

Wird nun das EiweiB mit einem Ion geringer Hsp versetzt, 
sei es ein Schwermetallion oder H’, so vereinigt es sich mit diesem 
bei stufenweiser Erhéhung der Konzentration dieses Ions nach 
und nach in stets héherem Betrage zur chemischen Verbindung, 
d. h. zum undissoziierten Molekiil. Nun kann die Tendenz der 
basischen Seite zur Dissoziation zur Geltung kommen, das EiweiS 
dissoziiert nun bei dieser Gruppe und ist nun vorwiegend als Kation 
vorhanden'). Bei diesem Wendepunkt der Dissoziation, der also 
bei einer gewissen charakteristischen Konzentration des Elektro- 
lyten liegt, ist die Konzentration der undissoziierten Molekiile 
am gréBten und die Léslichkeit und Quellung des Eiweifes 
somit am geringsten. 

Im Spezialfalle des H' wird diese Konzentration nach dem 
Vorgange von Michaelis JP genannt, scheint aber bei allen 
Ionen geringer Hsp in durchaus analoger Weise vorhanden zu 
sein. Ionen héherer Zsp, d. h. mit héherer Affinitét zum Elektron, 
haben keinen derartigen JP. Wird hingegen das Elektron vom 
EiweiB besonders leicht abgegeben, so kénnen natiirlicherweise 
auch die Ionen héherer Hsp mit diesem eine undissoziierte Ver- 
bindung eingehen und dieses somit seinem JP zufiihren. 


nicht geniigend hervorgehoben. Die Reaktion zwischen beiden Ionen ist 
nicht von ihrer absoluten Affinitét zu ihrem Elektron, sondern von dem 
obigen Unterschiede der GréBe der Affinititen abhangig. 

1) Die Dissoziation des EiweiBes oberhalb des JP kann noch durch 
Nebenreaktionen beschleunigt werden: QOHAIbH + H’* + Cl’ = Cl’+ 
AlbH + HOH. (Das AlbCl ist infolge der hohen Esp des Cl weitgehend 
dissoziiert.) Ebenso auch OHAlbCu + Cu + Cl + AlbCu + CuOH,. 
Bei Séuren ist die Dissoziation noch durch die Erniedrigung der Kon- 
zentration der OH’ bei Saéurezusats erleichtert. 
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So scheinen z. B. die Globuline eine geringere Affinitét zum 
Elektron zu haben, von denen aus den Untersuchungen von 
Michaelis und Rona?) bekannt ist, daB sie sich schon durch 
relativ geringe Konzentration von H entladen lassen, d. h. 
daB ihr JP relativ niedrig liegt (3,6 10-*). Einige Versuche 
wurden auch an diesem Material angestellt, das nach dem Vor- 
gange von J. Loeb?) durch Fallung im JP durch H' hergestellt 
wurde. Das auf diese Weise gewonnene, wiederholt gewaschene 
und in destilliertem Wasser aufgeschwemmte Globulin zeigte bei 
neutraler Reaktion (sehr verdiinnter Acetatregulator) eine schwache, 
nicht ganz eindeutige anodische Wanderung. Dieses Globulin 
wurde nun auch schon von den zwei- und dreiwertigen Ionen 
héherer Esp umgeladen und zeigte schon bei einer 0,001 n 
AICl,- und CaCl,-Konzentration eine eindeutige kathodische Wan- 
derung. Unseren obigen Betrachtungen gemaB wiirde dies heiBen, 
daB in bezug auf Globulin auch schon diese Ionen ihren J P haben. 
Nicht nur die Flocken, sondern auch der geléste Anteil wanderte 
bei Anwesenheit dieser Ione kathodisch, was durch Uberfiihrungs- 
versuche mit der Kohle festgestellt wurde. Natiirlicherweise 
muBten bei diesen Versuchen héhere Elektrolytenkonzentrationen 
angelegt werden, um einen gréBeren Betrag von Globulin in Lésung 
zu bekommen (0,1—0,01 n). 


Zusammenfassung. 


1. Denaturiertes Albumin. Die einwertigen Katione 
héchster Entladungsspannung haben weder fiallende noch um- 
ladende Wirkung (K, Na, NH,). Zweiwertige Katione hoher 
Esp haben bloB umladende Wirkung (Ca, Mg). Die anderen 
Katione geringerer Esp zeigen beide Wirkungen, die bei ver- 
schiedenen Konzentrationen liegen. 

2. Beim nativen Albu min zeigen die Elektrolyte annahernd 
dieselben Wirkungen mit dem wesentlichen Unterschiede, daB 
bei diesem Material Umladung und Flockungsmaximum stets 
zusammenfallen. 

3. Das H’ laBt sich mit den anderen Kationen einer einheit- 
lichen Beurteilung unterziehen. 


1) Diese Zeitschr. 28, 193. 1910. 
*) Journ. of gen. Physiol. 1, 237. 1918. 
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Untersuchungen itiber den Ablauf der alkoholischen 
Giarung der Hefe. II. 


Von 
Erich Kohler. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Hochschule Weihenstephan. ) 
(Eingegangen am 3. Juli 1920.) 
Mit 5 Abbildungen im Text 


Einleitung. Im folgenden soll den bei der Garung nach- 
gewiesenen Schwankungen weiter nachgegangen werden. Wie 
aus einer friiheren Mitteilung des Verfassers hervorgeht, ver- 
lauft der GarungsprozeB nicht stetig, sondern ist bedeutenden 
Schwankungen unterworfen, die sich mit Hilfe der Gasblasen- 
zihlmethode leicht nachweisen lassen. Es sollen im folgenden 
die durch den Alkohol bedingten ,,kleinen‘‘ Schwankungen 
unberiicksichtigt gelassen werden. Unser Interesse gilt den groBen 
Schwankungen. Wodurch sind sie bedingt? 

Der Gedanke liegt nahe, sie zur Alkoholwirkung in Parallele 
zu sétzen und sie ebenfalls auf Verainderungen im Substrat zuriick- 
zufiihren. Aber auch die Vorstellung, daB sie bedingt sein kénnten 
durch das Verhiltnis von Fermentverbrauch zu Fermentersatz, 
ist von vornherein nicht abzuweisen. Man kénnte sich vorstellen, 
daB der Fermentersatz mit dem Fermentverbrauch nicht Schritt 
halten kénne und daB damit notwendig eine Verringerung der 
Garungsgeschwindigkeit eintreten miisse. Orientierende Ver- 
suche haben nun gezeigt, daB dem Faktor der Fermentrestitution 
kaum eine ausschlaggebende Bedeutung zukommt. Doch sind 
die Untersuchungen hieriiber noch nicht abgeschlossen. Da- 
gegen hat sich erwiesen, da8 die Zuckerkonzentration einen Haupt- 
faktor darstellt. Wie schon fiir den Athylalkohol nachgewiesen 
werden konnte, verliuft die Girkurve auch beim Zucker mit 
steigender Konzentration unregelmaBig, in Zickzackform. 
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Die angewandte Methode ist denkbar einfach. Die Garungen 
werden in (100 cem-) Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas von an- 
nahernd gleicher Form und GréBe ausgefihrt. Die Garungs- 
geschwindigkeit wird gemessen durch Feststellung der Gewichts- 
abnahme (CO,-Verlust) mittelst einer Wage, die 0,01 g genau 
anzeigt. Die erste Waigung mu8 sofort nach Zugabe der Hefe 
zum Giaransatz ausgefiihrt werden. Die darauffolgenden Wai- 
gungen sind auf die Minute piinktlich vorzunehmen. 


Tabelle I. 


Gewichtsverlust in hundertstel Gramm 


seit Beginn | seit d. vorher- | seit d. vorher- | seit d. vorber- 
ersten | zweiten | des Versuchs | gehend. Wi4- | gehend. Wa- | gehend. Wa- 
(8 Stunden) | gung (8 Std.) | gung (2 Std.) | gung (41 Std.) 


Wagung I ul ee Iv 








Zeit der 











Laufende Nr. 





810/112 10’] 28 38 34 127 
8" 137|11513/] 31 42 37 149 
8 15/| 11” 15’ | 42 oe. ae 
8" 177) 112 17 “oye Ger 42 «| 166 
8h 207 | 114 20/ | 46 40 | 184 
8h 99’ | 118 29” 50 46 | 180 
8h 257 | 112 25/ | 80 44 0=C«|Cs19 
gh 98’ | 115 28” | 49 47 | 199 
8b 30’ | 11% 30’ | 44 46 CO]: 
8h 39’| 11 32’ bo a 47 | 214 
8h 34} 11234’): 50 48 | 2 

} 
| 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


8» 37’| 115 37’ 52 49 231 
8» 39’ | 11" 39’ : 52 52 241 
8® 42’) 112 42’ 52 | 54 | 248 


Versuch mit gleichen Mengen frisch gewaschener Weihenstephaner 
Betriebshefe und steigenden Mengen Saccharose. In 35 ccm Hefeauf- 
schwemmung zugesetzt zu einer Lésung von 5,25 bis 8,5 g Saeccharose 
(Merck) in 50 ccm Wasser. Niheres s. Tabelle I. 

Da die Garung von Anfang an bekanntlich infolge der fortgesetz- 
ten Alkoholanreicherung im Substrat kleinen Schwankungen unter- 
liegt, kénnen wir fiir unsere Zwecke brauchbare Werte erst nach 
einiger Zeit bekommen, wenn diese stérenden Wirkungen des 
Alkohols sich nicht mehr bemerkbar machen. Daher nehmen 
wir die erste dem Ansetzen des Versuchs folgende Wagung erst 
nach 3 Stunden vor. In Abb. 1 (aus den Werten der Tabelle I 
konstruiert) erkennt man aus Kurve I (nach 3 Stunden) schon 
deutlich die unregelmaBige Wirkung des Zuckers. Noch deut- 
licher tritt dieser Vorgang in Erscheinung bei Kurve I + II 
(nach 6 Stunden) und Kurve I + II + III (nach 8 Stunden). 
DaB die Zickzacklinie sich nur immer auf einem Abschnitt der 
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Kurve klar abzeichnet, liegt daran, daB die Garungsgeschwindig- 
keit mit steigender Zuckerkonzentration zunimmt und infolge- 
dessen die theoretischen Héhen- und Tiefenpunkte streckenweise 
zwischen den durch Mes- 
sung festgestellten Punk- 
ten zu suchen sind. Wie 
man sich die theoretische 
Kurve vorzustellen hat, 
zeigt Abb. 2. Darauf be- 
deutet die ausgezogene 
Linie die empirische, aus 
den Werten der Reihe III, 
Tab. I gewonnene Kurve, 
wihrend der Verlauf der 
: theoretischenKurvedurch 
7 en acharose it Preconen °° * ” die gestrichelte Linie wie- 
Abb, 1. dergegeben ist. Das mehr 
oder weniger deutliche Hervortreten der Zickzackkurve ist demnach 
von dem mehr oder weniger giinstigen Zeitpunkt der Wagung ab- 
hingig. Lassen wir die Girung geniigend lange andauern, so ver- 
schwinden die Differenzen fast vollkommen. Wir finden also, daB 
der Zucker (Saccharose) im Prinzip die gleiche Wirkung entfaltet, 
wie wir sie friiher fir den Athylalkohol feststellen konnten, 
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Abb. 2. 


DaB es sich bei den im Vorhergehenden beschriebenen Schwan- 
kungen tatsichlich um Zuckerwirkung und nicht um Alkohol- 
wirkung handelt, la8t sich durch den folgenden Versuch erhiarten. 
Wie die Garung von einer dauernden Zunahme der Alkohol- 
konzentration im Substrat begleitet ist, so ist sie von einer dauern- 
den Abnahme der Zuckerkonzentration begleitet, Wie wir beim 
Alkohol demnach im Verlauf der Garung eine Verschiebung der 
Kurve im Koordinatensystem nach links fordern muBten und auch 
nachweisen konnten, so miissen wir beim Zucker eine Verschiebung 
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Tabelle IL. 
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der Kurve nach rechts finden. 
Letzteres ist auch tatsichlich 
der Fall, wie der folgende 
Versuch mit Maltose zeigt. 
Versuch: Steigende Mengen 
Maltose von 0,63 bis 3,13%. 
Niheres s. Tabelle II. 
Ubertragt man die in 
der Tab. II eingetragenen 
Werte der aufeinanderfolgen- 
den Wiigungen in itberein- 


anderliegende Koordinaten- $ 


systeme, so erhalt man das 
in Abb. 3 gegebene Bild. Die 
der Kurve III zugrunde 
liegenden Werte wurden zu- 
faillig in einem  giinstigen 
Zeitabschnitt gewonnen, in 
welchem Héhen- und Tiefen- 
punkte annihernd mit den 
empirischen Punkten zusam- 
menfallen. Bei den Kurven I 
und II fallen sie dazwischen 
und wir miissen das Bild hier 
durch Eintragung der theo- 
retischen Kurveerginzen (auf 
der Abbildung gestrichelt). 
Man erkennt dann ohne wei- 
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teres die Verschiebung der Héhenpunkte O und O” und der 
Tiefenpunkte M und M” nach rechts. Damit ist der Nach- 
weis geliefert, daBder Zucker 
mit aufsteigender (und ab- 
nehmender) Konzentration die 
Garungganzcharakteristisch 
beeinfluBt. Héhen- und Tie- 
fenpunkte wechseln regel- 
maiBig miteinander ab. Die 
Kurven haben die Form von 


Gewichtsverlust in Zebrtel Gramm 
~%& &© € & & Y @ & 


‘\ 


Zickzacklinien. Auch bei die 

Maltose in % “gem Versuch zeigt sich wie beim 

Aue. 6 vorhergehenden, daB, nach einer 

langeren Girdauer, aus der Summe der Gewichtsverluste kein 

Bild mehr zu bekommen ist von der abwechselnden Wirkung 

verschiedener Konzentrationen. Die Héhen- und Tiefenpunkte 
verschwinden fast vollkommen (Abb. 4). 


Die Wirkung des Mannit. 


Vers uch: Gleiche Mengen Hefe (25 ccm Hefeaufschlemmung), 
gleiche Mengen Saccharose (5 g) zu je 50 com Mannitlésung in steigenden 
Konzentrationen (zwischen 1/, bis 4/,;, molar). S. Tabelle III. 
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Abb. 5. 

Trigt man die gewonnenen Werte in ein Coordinatensystem ein, 
so erhailt man eine Zickzackkurve, deren weitgehende Ahnlichkeit mit 
der Alkohol- und Zuckerkurve sofort in die Augen springt (Abb. 5). 

Es scheint sich hier eine GesetzmaBigkeit von 
umfangreicher Giltigkeit zu enthillen. Ich méchte die 
Erscheinung mit dem nicht’ sehr wissenschaftlich anmutenden. 
aber doch anschaulichen Ausdruck ,,Zickzackphinomen“ 
belegen. Untersuchungen auf breiterer Basis werden die Reich- 
und Tragweite dieses Phinomens bestimmen miissen. 
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Der Ursprung des anaphylaktischen Schockes. 


Von 
J. Forssman. 
Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Lund, Schweden.) 


(Hingegangen am 7. Juli 1920.) 


Seit der Entdeckung der Anaphylaxie ist der Mechanismus 
des Schockes Gegenstand reger Diskussion gewesen und, wie 
aus der Literatur ersichtlich ist, findet noch keine allgemeine 
Ubereinstimmung betreffs des Problems statt. Mir wenigstens 
scheint allerdings durch die Arbeiten der letzten Jahre doch soviel 
sichergestellt zu sein, daB die Reaktion zwischen Antikérper und An- 
tigen, die nach der allgemein geltenden Auffassung die Grundlage 
des Schocks bildet, intracellular und also nicht im Blute von- 
statten geht. Dann geht es auch aus den Anaphylaxieversuchen 
mit isolierten Organen hervor, da8 die anaphylaktischen Anti- 
kérper wahrscheinlich in beinahe allen Organen vorkommen 
und da8 demnach auch wahrscheinlich alle Organe bei dem Schock 
sich beteiligen kénnen, ob aber in Wirklichkeit alle oder nur 
einige wenige es tun, davon wei8 man nichts. Beim Meerschwein- 
chen bekommt man ja durch die schnell einsetzenden und heftigen 
Lungensymptome den Eindruck als ob die Lungen das Haupt- 
zentrum des Prozesses waren, aber man ist sich noch nicht dar- 
iiber einig, ob die Lungensymptome zentraler oder peripherer 
Herkunft sind, noch weniger ob die Giftbildung — wenn tber- 
haupt von einer Giftbildung die Rede ist — primar ist oder das Gift 
von anderswo herbeigefiihrt wird; daB das Gehirn auch affiziert 
wird, ist durch die Krampfe und durch die plétzlichen Temperatur- 
schwankungen offenbar, aber ob dies primar oder sekundar 
geschieht, ist ebenso unsicher wie die Bedeutung der verinderten 
Leberfunktion fiir den Schock, die unter anderem das Wegfallen 
der Harnstoffbildung zur Folge hat. 
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Neue Versuche sind also nétig um diese Fragen zu kliren. 
Es gibt nun auch eine Anaphylaxie beim Meerschweinchen, 
welche anderer Herkunft ist als die gewohnliche, wo ja der Schock 
durch die Verbindung der im Organismus befindlichen, uurch 
eine Erstinjektion von Antigen hervorgerufenen Antikérpern 
mit dem spiter reinjizierten Antigen zustande kommt. Diese 
andere Anaphylaxie sieht man, wenn man normale Meerschwein- 
chen mit hammelhimolytischem Serum intravenés injiziert und 
hier entsteht der Schock dadurch, da8 das normale, inden Organen 
befindliche Antigen mit Antikérpern, welche das Serum enthilt, 
sich verbindet — also gerade das umgekehrte von dem, was wir 
bei der gewéhnlichen Anaphylaxieform haben, weshalb ich auch 
jene als die umgekehrte Anaphylaxie bezeichnet habe und unten 
bezeichne. 

Man hat allerdings der Versuchsanordnung wegen Zweifel 
dariiber geiiuBert, ob das, was man nach Injektion von hammel- 
hamolytischem Serum beim Meerschweinchen sieht, wirklich der 
Anaphylaxie angehére; das scheint mir aber durch folgende 
Tatsachen sichergestellt zu sein: 1. Durch diesvollstandige Uberein- 
stimmung der hierbei auftretenden Symptome und Sektions- 
befunde mit dem, was wir bei der gewéhnlichen Anaphylaxie 
sehen ; 2. daB der schockerzeugende Stoff des hammelhamolytischen 
Kaninchenserums bei der Immunisierung von Kaninchen mit 
Hammelblut entsteht und als Antikérper bezeichnet werden 
mu8; 3. daB derselbe Antikérper durch Meerschweinchenorgan- 
injektionen bei Kaninchen erzeugt wird; 4. daB dieser Antikérper 
von den Meerschweinchenorganen auch spezifisch gebunden 
wird und 5. daB man auch bei der umgekehrten Anaphylaxie 
eine Antianaphylaxie durch untertédliche Dosen bekommt. 

Mit einem hammelhimolytischen Kaninchenserum und nor- 
malen Meerschweinchen kann man also den anaphylaktischen 
Schock studieren, eine so einfache Versuchsanordnung wie man sie 
tiberhaupt wiinschen kann; diese habe ich nun benutzt, um 
in den Mechanismus des Schockes einzudringen, und es sind die 
Resultate meiner diesbeziiglichen Untersuchungen, welche’ ich 
hier vorlegen méchte. 

Indessen, bevor ich dies tue, will ich die antianaphylaktischen 
Verhiltnisse bei dieser, der umgekehrten Anaphylaxie zuerst 
besprechen. Die Kenntnis dieser ist naimlich notwendig, um 
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die Fragestzllung meiner untenstehenden Versuche verfolgen zu 
kénnen. Die Eigenart dieser Antianaphylaxie wird doch erst 
dann recht verstanden, wenn man sie im Vergleich mit derjenigen 
Antianaphylaxie sieht, welche bei der gewéhnlichen Anaphylaxie 
vorkommt. Deshalb werde ich auch hier eine Parallele zwischen 
diesen beiden Antianaphylaxieformen. zeichnen. 

Bekanntlich ist der Grad der Antianaphylaxie bei der ge- 
w6hnlichen Anaphylaxie sehr wechselnd, oft beinahe absolut, 
oft kaum zu spiiren. Das hat u. a. Thomson?) hervorgehoben 
und durch seine Untersuchungen die Erklarung hierfiir folgender- 
mafen gegeben. Die Antianaphylaxie hingt, wie allgemein an- 
genommen wird, ab von einer partiellen Sattigung der im Kérper 
befindlichen Antikérper durch die untertédliche Antigeridosis, 
welche zu antianaphylaktischem Zwecke injiziert worden ist. 
Ist dabei der Antikérpergehalt des Tieres sehr gering, so wird von 
der injizierten Antigenmenge vielleicht ein so groBer Teil der Anti- 
kérper gesittigt, daB nicht genug frei zuriickbleibt, um einen 
anaphylaktischen Schock zusammen mit spater injiziertem Antigen 
iiberhaupt zu erzeugen, in welchem Falle ja eine absolute Anti- 
anaphylaxie resultiert. Kommen dagegen sehr groBe Mengen 
Antikérper im Tier vor, so sattigt allerdings dieselbe Antigen- 
menge wie oben dieselbe oder vielleicht eine ein wenig gréBere 
Antikérpermenge, aber im Verhaltnis zum totalen Antikérper- 
gehalt des Tieres kann der gesittigte Teil verschwindend klein 
sein, und die restierende ungesittigte Antikérpermenge wird dann 
groB genug um mit beinahe der urspriinglichen Antigendosis 
den Schock zu bewirken; man vermag da kaum eine Verminderung 
der Sensibilitat des Tieres oder mit anderen Worten kaum eine 
Antianaphylaxie zu entdecken. Und zwischen diesen Extremen 
gibt es alle méglichen Uberginge. 

Bei der umgekehrten Anaphylaxie wird ja, wie schon oben 
gesagt, der Schock durch Zusammenwirken von im Meerschwein- 
chenkérper befindlichem Antigen mit injizierten Antikérpern 
erzeugt. Da die Antigenmenge hierbei, wie die Untersuchungen 
von mir und allen denjenigen, welche meine hierhergehérigen 
Versuche nachgeprift haben, erweisen, enorm ist und in 
allen Organen vorkommt, so wiirde man im Hinblick auf 
die obenerwihnten Verhiltnisse bei der gewéhnlichen Ana- 

1) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 25, 213. 
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phylaxie erwarten, daB kaum eine Antianaphylaxie hier auf- 
gewiesen werden kénnte, Denn durch eine untertédliche Anti- 
kérperdosis wiirde doch nur ein winziger Bruchteil der vorhan- 
denen Antigenmenge gesittigt werden, wonach fiir Schockerzeu- 
gung durch neue Antikérperzufuhr die ganze tibrige Antigenmenge 
noch zur Verfiigung wire. Und trotzdem ist das Vorkommen 
einer Antianaphylaxie leicht aufzuweisen, was F riedberger 
und Castelli’) als die ersten gemacht haben. Aber sie ist, und 
dies im Gegensatz zu der Antianaphylaxie bei der gewéhnlichen 
Anaphylaxie, nie so stark entwickelt, da8 die antianaphylakti- 
sierten Tiere zwei intravenéds akut tédliche Dosen vertragen 
kénnen, sondern immer schwicher, wie Fex und ich*) gezeigt 
haben. Und zudem haben wir erwiesen, daB diese Antianaphylaxie 
ebensogut aus 1/;, einer intravenés, akut tédlichen Dosis wie aus 
einer Dosis, die in der nachsten Nahe der tédlichen Dosis liegt, 
emporwichst?). 

Wie soll man sich dies erkliren? So weit ich sehe, kann es 
nur verstanden werden, wenn man annimmt, da8 unter dem 
befindlichen Antigen*) verschiedene Aviditaitsgrade vorkommen. 
(Fir die Immunititslehre enthalt eine solche Annahme ja nichts 
prinzipiell Neues; hier ist sie dadurch sehr plausibel, daB doch 
das Antigen in den verschiedenen Organen in verschiedenen Lé- 
sungen oder mit verschiedenen Kolloiden vermischt vorkommt.) 
Wire namlich alles hierhergehérige Antigen von derselben Aviditat 
den Antikérpern gegeniiber, so wiirde bei Injektion von steigenden 
' Antikérpermengen (1/,;—*4/,, der akut tédlichen Dosis) oder bei 
wiederholten Antikérperinjektionen entsprechende, wachsende 
Mengen von Antigen abgesattigt und demnach auch der Grad der 
Antianaphylaxie gesteigert werden. Dieses ist aber, wie gesagt, 
nicht der Fall ist. Wenn man aber annimmt, daB das Antigen 
von wenigstens zwei verschiedenen Aviditatsgraden ist, wovon 
der eine, die groBe Masse, erst bei einer Antikérperkonzentration, 

1) Zeitschr. f. Immunititsforsch. 6. 

2) Diese Zeitschr. 66. 

8) Antigen und Antikérper bezeichnen hier: und tiberall unten, wo 
nicht anders besonders gesagt wird, nur dasjenige in Meerschweinchen- 
organen befindliche Antigen, das bei dieser Anaphylaxie wirksam ist — 
also nicht andere auch in den betreffenden Organen vorkommende Antigene 
— und nur diejenigen Antikérper, welche mit dem Antigen reagieren, 
um den anaphylaktischen Shock zu erzeugen. 
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welche zwei akut tédlichen Dosen entspricht, in Reaktion tritt, 
wahrend der andere, der kleinere Teil, schon bei niedrigerer 
Antikérperkonzentration reagiert, so werden die obengenannten 
Befunde leicht erklirlich. Nach Injektionen von einer Serum- 
menge, welche ein Geringes weniger als zwei akut tédliche Dosen 
enthalt, tritt dann nur das letztgenannte, das am meisten avide 
Antigen in Reaktion; und wenn, durch eine vorhergehende Anti- 
kérperinjektion ein nicht zu kleiner Teil von diesem Antigen 
abgesattigt worden ist, bleibt nicht genug davon frei iibrig, um 
den Schock zu bewirken, und eine Antianaphylaxie tritt hervor, 
da die grofBe freie, weniger avide Antigenmenge bei dieser geringen 
Antikérperkonzentration nicht in Reaktion treten kann. Sobald 
wir aber zwei akut tédliche Dosen oder mehr injizieren, reagieren 
auch diese Antigenmengen und der Schock wird ebenso kriiftig 
bei vorher injizierten wie bei unbehandelten Tieren. 

Wegen dieser Auseinandersetzungen und da, wie frihere 
Versuche erwiesen haben, alle untersuchte Organe des Meer- 
schweinchens das betreffende Antigen enthalten, stellte ich mir 
diese Frage: Ist dasjenige Antigen, welches zusammen mit der 
einfachen akut tédlichen Serumdosis den Schock erzeugt, und durch 
dessen Absittigung die vorkommende Antianaphylaxie entsteht, 
in allen Organen verteilt oder kommt es nur in einem oder 
einigen Organen vor? Mit anderen Worten: tragen alle oder 
nur vereinzelte Organe zu demjenigén Schock bei, der 
durch eine einfache, akut tédliche Serumdosis aus- 
gelést wird? 

Im Falle, daB alle die antigenhaltigen Organe beim Hervor- 
rufen des Schockes nach Injektion der einfachen, akut tédlichen 
Dosis teiinehmen, muB es einerlei sein, wenn man das antikérper- 
haltige Serum in das eine oder andere GefaB einspritzt; die Anti- 
kérper werden doch binnen einigen Sekunden den verschiedenen 
Organen zugefiihrt und treten in Reaktion mit dem Antigen. 
Wird dagegen der Schock nur von einem oder einigen Organen 
ausgelést, so mu8 man erwarten, daB, wenn das antikérperhaltige 
Serum direkt durch die zufiihrenden GefaBe oder vielleicht direkt 
in die Organsubstanz des betreffenden Organs injiziert wird, der 
Schock durch eine viel winzigere Dosis hervorgerufen werden wiirde, 
als wenn man das Serum in ein vom genannten Organe entfernt 
liegendes Gefa8 injiziert. In diesem Falle wird ja namlich das Serum 
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durch die ganze Blutmenge verdiinnt, bevor es das genannte Organ 
erreicht, wahrend in jenem Falle es so konzentriert wie méglich 
dahin kommt; und — wie bei allen Reaktionen — so spielen ja 
auch bei den Immunreaktionen die Konzentration der reagierenden 
Substanzen eine hervorragende Rolle. 

Um nun zwischen den beiden erwihnten Méglichkeiten zu 
entscheiden, bin ich auf den drei folgenden Wegen vorgegangen: 
1. teils habe ich das hammelhimolytische, schockerzeugende 
Serum direkt in die Substanz der verschiedenen Organe, 2. teils 
in die zufiihrenden GefiBe der Organe injiziert und das Resultat 
mit dem Resultat von den intravenésen Injektionen derselben 
Dosen verglichen; 3: endlich habe ich gepriift, ob durch Ex- 
stirpation von Organen der Schock beeinfluBt bzw. verhindert 
werden kénnte. Wire naimlich das am meisten avide, schon bei 
der einfach tédlichen Serumdosis wirksame Antigen in einem 
Organe lokalisiert, und wiirde dies Organ exstirpiert, so wire 
damit eine Resistenz gegen die genannte Dosis geschaffen und 
damit auch ein Beweis geliefert, daB hierbei nur das betreffende 
Organ und nicht die tibrigen Organe die Schockerzeugung bewirkten 
und daB von anderen Organen herrithrende Symptome als sekun- 


dire aufgefaBt werden miBten. 


I. Direkt in die Substanz der Organe gemachte Injektionen von 
hammelhimolytischen Sera. 


Ich gebe unten eine tabellarische Ubersicht dieser Injektionen. 


Betreffs der hier und auch in spateren Versuchen angewandten 
Sera michte ich mitteilen, daB die Sera 423, 487, 591 und 704 gewohnliche, 
durch Hammelblutinjektionen bei Kaninchen erzeugte hammelhiimo- 
lytische Sera waren, welche einen himolytischen Titer (reziproker Wert 
der minimalen, zusammen mit 0,1 ccm Meerschweinchenserum 1 ccm 
5proz. Hammelblut komplett lésender Dosis) von 20000 bzw. 20000, 
33 000 und 50000 hatten. Das Serum 570 war dagegen ein durch Pferde- 
niereninjektionen erhaltenes hammelhimolytisches Serum mit einem 
himolytischen Titer von 3000. 

Die minimalen, intravenés akut — d. h. in 5 bis 10 Min. — tédlichen 
Dosen wurden selbstverstindlich bei jeder Versuchsreihe und fiir jede 
Verdiinnung hier und in allen folgenden Versuchen genau austitriert. 
Um nicht die Tabellen unnétigerweise zu verliingern, sind dort nur die 
Resultate dieser Titrierungen, nicht die Titrierungen selbst angegeben. 

Bei allen intravasalen Seruminjektionen in dieser Arbeit sind die 
bestimmten Serummengen mit 0,8% NaCl-Lésung bei 37° bis 1 ccm auf- 
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gefiillt und dieses Quantum dann in 5—7 Sekunden injiziert. Die Diagnose 
anaphylaktischer Schock ist aus den Respirationsstérungen des bekannten 
Typus, aus den Krampfen und bei gestorbenen Tieren auch aus dem 
Lungenemphysem gestellt. Die Temperaturschwankungen der injizierten 
Tiere habe ich dagegen nur selten untersucht, sie waren fiir meinen Zweck 
belanglos und kommen ja zudem auch bei nicht anaphylaktischen Um- 
standen vor, weshalb man sie als Diag nostikon fiir den anaphylaktischen 
Schock nicht allzu hoch schiitzen kann. 

Bei den Injektionen in die Leber und die Nieren wurden immer die 
genannten Organe bloBgelegt, um absolute Sicherheit zu bekommen, daB 
das injizierte Serum wirklich dem betreffenden Organ zugefiihrt wurde. 


Tabelle I. 





| Minimale,intravends j 
akut tédliche Dosis | 
des Serums 


Tier | Injektions- | Serum | 
Nr. | = Nr. | 


Injizierte Dosis Resultate 





679 | Lunge | | 0,12cem pro 100g Tier 0,12ccm pro 100g Tier | Ein wenig schnellatmend, 
{ } | sonst nichts. 

|0,12cem ,, 100g ,, | 0,12ccm 100g , | Dgl. 

10,08cem ,, 100g ,, | 0,16ccm 100g Ohne Folgen. 

|0,08cem ,, 100g ,, | 035cem 100g ,, | Schnellatmend; stirbt 10 Tage 

| spiter an doppelseitiger 
Pneumonie. 

| Ein wenig schnellatmend, 
sonst nichts. 

| O-Symptom. Injektion wah- 

| rend Narkose. 

| + in 5 Min. Typ. anaphylaxie. 

| O-Symptome. 


RE 


| 0,08 ccm 100g 0,36 cem 100g 


1 


O12cem ,, 100g ,, |0,12ccm ,, 100g , 


| 0,08 cem 

|0,08ecm ,, 
0,08 ecm 

| 0,12cem 


100g 
100g 
100g 
100g 


0,08 ccm 
0,08 cem 
0,12ccm 
0,12ccem 


10g , 
100g ,, 
100g 
100g 


695 
582 
698 
699 
700 
581 


| O-Symptome Injektion wah- 

rend Narkose. 

| Ruhig, keine Atmungssté- 

| rungen. Starb nach 12 Std. 

Keine Anaphylaxie. 
| Wie voriges Tier. Starb in 
1 Std. Kl Gehirnblutung. 
| Keine Anaphylaxie. Kleine 

Blutung im Gehirn. Starb 

in 14 Std. 

» | Buhiges Atmen. Lag auf der 
Seite und konnte nicht 
stehen. Erholte sich, tiber- 
lebte. 

O-Symptome. 


10,12cem ,, 100g 


0,12cem 100g 


0,12 ccm 100g | 0,12cem 100g 


0,04 cem 100g 0,04 com 100g 


| 0,04 ccm 100g 


0,04 ccm 


\Subeut.Gwb. | 0,08 ecm | 0,88 cem 


f | 0,08 com 


| Intra- 
| peritoneal 


Intra- 
| peritoneal 
Intra- 
| peritoneal 
\Intramusku- 
ilar in Ober- 
schenkel 








| 0,06 ccm 


| 
0,05 ccm 
0,12 ccm 


| 0,04 ecm 


| 0,83 cem 
| 0,66 ccm 
2,00 ccm 

2,00 ccm 


138 ccm 


Gleich ein wenig Unruhe; 
sonst nichts; Temperatur- 


fall. 
Dgl. 
| Dgl. 


Ein Walnu8 groBes, derbes 

Infiltrat, das nur alim&blich 
| ineiner Woche verschwand. 
| Die Temperatur ging bis 
| 87,2° nieder in 3 Std., stieg 
| dann allmahlich bis norm. 
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Uberblickt man die obenstehende Tabelle, so sieht man 
sogleich, daB von den da vorkommenden Tieren nur ein einziges, 
ein in die Leber injiziertes Tier, an anaphylaktischem Schock 
gestorben ist (698). Da indessen die tibrigen in die Leber injizierten 
Tiere (582, 699, 700) ganz ohne krankhafte Symptome ihre Injek- 
tionen vertrugen und 700 zudem 1?/,mal giéBere Dosis als 698 
erhielt, so ist sicher der Tod von 698 ein Zufall, wahrscheinlich 
dadurch hervorgerufen, daB die Injektionsspritze in eine grofBe 
Lebervene hineingekommen war und so das Serum beinahe 
direkt in Vena cava hineinfloB. (Siehe auch unten die Injek- 
tionen in Vena porta 8.151) Vielleicht konnte man hier ein- 
wenden, da auch die Tiere 582 und 581 an Anaphylaxie 
gestorben wiren, hitten sie nicht wihrend der Narkose die Injek- 
tionen bekommen. Die Narkose ibt ja bekanntlich einen gewissen 
schiitzenden Einflu8 auf die Entwicklung des Schocks bei der ge- 
wéhnlichen Anaphylaxie aus, und deswegen ist es wahrscheinlich, 
da8B sie auch bei dieser Form der Anaphylaxie nicht ohne Bedeu- 
tung ist. Selbstverstindlich habe ich Versuche hieriiber ange- 
stellt, worauf ich spiter zuriickkomme (S. 144), und aus diesen 
geht hervor, daB die Narkose allerdings die toxische Wirkung 
des Serums erheblich herabzusetzen vermag, aber nur wenn 
die Seruminjektion kurz nach der Narkose gegeben wird; kommt 
die Injektion, wie es hier der Fall war, erst 4 Stunden nach der 
Narkose, so spielt diese fast keine Rolle mehr. Demnach kann 
auch keine Rede davon sein, daB die Tiere 582, 581 der Narkose 
wegen dem Tode entgangen sind. 

In bezug auf die ins Gehirn injizierten Tiere sehen wir, daB 
sie alle mit einer einzigen Ausnahme (723) erlegen sind, doch nicht 
an anaphylaktischem Schock, was ich ganz besonders auch hier 
hervorheben méchte. DaB die meisten hierhergehérigen Tiere 
starben, ist indessen leicht verstiindlich, wenn nur folgende Tat- 
sachen beriicksichtigt werden. Injektionen von Meerschweinchen- 
gehirn bei Kaninchen rufen ja!) Hammelhimolysine hervor 
und wie die tibrigen Meerschweinchenorgane bindet auch das Ge- 
hirn sowohl Hammelhimolysine wie die meerschweinchentoxische 
Substanz hammelhimolytischer Sera. Wird nun ein solches Serum 
ins Gehirn eines Meerschweinchens injiziert, so werden deshalb 
die genannten Antikérper dort gebunden, wodurch die betreffende 
3. 1) Forssman, Diese Zeitschr. 37, 78. 





Ursprung des anaphylaktischen Schockes. 141 


Stelle des Gehirns wahrscheinlich verletzt wird. Ist dabei diese 
Stelle von vitaler Bedeutung, stirbt das Tier, im anderen Falle 
iiberlebt es wie 723. 

Es ist also nicht gelungen, durch Injektionen in die Organe 
den anaphylaktischen tédlichen Schock zu erzeugen, und durch diese 
Versuchsreihe ist es auch héchstwahrscheinlich gemacht, daB es 
tiberhaupt nicht méglich ist, den tédlichen Schock in dieser Weise 
auszulésen. Hiergegen kann man allerdings einwenden, daB es 
vielleicht gelinge, wenn man gréBerere Serummengen als hier 
injizierte. Dabei méchte ich aber auf die Versuche 623 und 695 
und ganz besonders auf die Peritonealinjektionen hinweisen. 
Von diesen habe ich namlich nicht nur die in der Tabelle auf- 
genommenen, sondern fiir andere Zwecke noch 8 andere’ mit 
ungefahr derselben Dosis ausgefiihrt, wo also groBe Serummengen, 
bis 6 com, verwendet wurden, ohne in einem einzigen Falle einen 
ernsten Schock zu‘ bekommen. Weshalb erhalt man denn bei 
dieser Versuchsanordnung keinen Schock, trotzdem ungeheuer 
viel mehr Antigen und Antikérper miteinander reagieren als 
bei der eben tétenden intravenésen Injektion? Soweit ich 
sehen kann, hingt das davon ab, daB offenbar die Antikérper 
nur von den GefaéBen aus den Schock bewirken kénnen. 
Bei den Injektionen in die Organe dringt wahrscheinlich un- 
geheuer wenig von den toxischen Antikérpern in die Zirkulation 
ein, und wenn sie auch in gréBerer Menge eindringen wiirden, 
so geschieht dies sicherlich so langsam, daB wohl darunter anti- 
anaphylaktische Zustinde sich entwickeln miissen. 

Aus einer Arbeit von Fex und mir ist es, wie schon obener- 
wahnt, bekannt, daB man Antianaphylaxie bei der umgekehrten 
Anaphylaxie durch intravenése Seruminjektionen, welche hinab 
bis 7/;; der minimalen, intravenés schnell tétenden Dosis gehen, 
erhilt. Demnach ist man imstande, das Eindringen in die Blut- 
bahn von solchen kleinen Mengen toxischer Antikérper durch 
Untersuchung auf eventuelle Antianaphylaxie zu prifen und auf 
diesem Wege habe ich versucht, die in die Zirkulation einge- 
drungenen Antikérper nach Injektionen in die Organe aufzu- 
spiiren. 

Von allen hier (Tab. IT) injizierten Tieren tiberlebten nur zwei, 
' das Tier 654, das eine intravenése Erstinjektion erhielt um als 
antianaphylaktisches Kontrolltier zu dienen und das am 25, X. 
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Tabelle II. 


Alle Injektionen mit Serum 591 gemacht. Vor den Reinjek- 

tionen wurden die Serumverdiinnungen selbstverstindlich genau 

austitriert, dabei erwies sich die intravenés, akut tédliche Dosis 

der Verdiinnung vom 28, X. 0,12 ccm pro 100 g Tier, diejenige 

vom 10. XI. 0,10 ccm pro 100g Tier; diese Dosen sind dann bei 
den Reinjektionen angewandt. 








Datum Datum 




















Tier | oe Injektions- 
N | wicht |der Erst- tell Injektionsdosis der Re- Resultat 
* i g | injekt.; “ene injekt. 
656 || 860 | 28.X.| Subcutan | 1 cem 28. X. | + in 9 Min. Typ. Ana- 
| phylaxie. 
659 | 865 | 28. X. | Intraperi- lecem 28. X. | 7 in 17 Min. Typ. 
toneal Anaphylaxie. 

654 | 305 | 28. X. | Intravends | 0,06 ccm pro 100 g Tier | 28. X. | Uberlebt. Gesund. 
660 | 825 | 24.X./ Subcutan 1 ecm 28.X. |} + in 8 Min. ‘Typ. 
i Anaphylaxie, 

662 || 345 | 24. X. | Intraperi- 1 ccm 28. X. | + in 89 Min. Typ. 
i | toneal . Anaphylaxie, 

664 | 855 | 25. X. | Subcutan 1 com 28. X. | + in 79 Min. Typ. 
I Anaphylaxie, 

668 || 840 | 25.X. | Intraperi- 1 ccm 28. X. | Uberlebt. Schw. Ana- 

| toneal phylaktische Re- 

ool spirationsstérung. 

679 | 360 | 7. XT. | Subcutan lecm 10, XI. | ¢ in 28 Min. Typ. 
| Anaphylaxie. 

674 | 340 | 7. XI. | Intraperi- 1 ccm 10. XI.| ¢ in 75 Min. Typ. 
| toneal Anaphylaxie. 

681 | 205 | 8. XI. | Subcutan lecm 10. XI.| + in 17 Min, Typ. 
| - Anaphylaxie. 

682 | 275 | 8. XI. | Intraperi- lecem 10. X1.| + in 80 Min. Typ. 
| toneal Anaphylaxie. 





Aus Vorversuchen wuB8te ich, daB, wenn man Tiere intraperitoneal mit 

groBen Dosen injiziert und den folgenden Tag Reinjektionen macht, 

die Tiere ungefiihr ebenso schnell sterben wie die Kontrolltiere. Deswegen 
sind keine Tiere den 9. XI. injiziert. 


intraperitoneal erstinjizierte Tier 668, Wenn man von den Tieren 
656 und 660 absieht, welche ebenso schnell starben wie die Kon- 
trolltiere, so wurde der Tod durch die gegebenen subcutanen 
bzw. intraperitonealen Injektionen mehr oder weniger verspitet; 
also eine mehr oder weniger ausgesprochene Antianaphylaxie 
hatte sich ausgebildet. Sie war am dritten Tag nach der Erst- 
injektion am besten entwickelt, aber doch nicht stirker als daB 
das iiberlebende Tier 668 schwere Respirationsstérungen aufwies 
und nicht wie 654 symptomfrei die: Reinjektion vertrug. 

Von den subcutan oder intraperitoneal injizierten 
Antikérpern dringen also, in Ubereinstimmung mit dem, 
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was schon oben gesagt wurde, nur ein winziger Bruchteil 
in die Zirkulation ein. Bei dem Tier 668, wo die starkste 
Antianaphylaxie vorkam und wo folglich auch die gréBte Menge 
Antikérper in die Zirkulation eingedrungen war, kann man, 
da das Tier doch schwere Symptome aufwies, den eben erwahnten 
Angaben von Fex und mir gemaB schitzungsweise sagen, dab die 
in die Zirkulation hineingekommenen Antikérper sicher nicht 
1/,, der intravenés, akut tédlichen Dosis iiberstieg. Diese Dosis 
ist fir Tier 668 (340 g) 0,408 com und 1/,, davon ist rund 0,01 cem. 
Das ist aber genau 4/19 der ganzen, intraperitoneal injizierten 
Serummenge. Wenn man demnach annimmt, daB etwa 1/199 
der intraperitoneal injizierten Antikérper in die Zirkulation 
iibergeht, sollte man also 100 tédliche Dosen intraperitoneal 
injizieren, damit eine in die Zirkulation kommen wiirde; wie eine 
einfache Berechnung zeigt, wiirde dies fiir Tier 668 und das hier 
benutzte Serum 36 ccm ausmachen. Eine solche Dosis vertrigt 
aber nicht ein Tier intraperitoneal derjenigen Veranderungen 
wegen, welche als Folgen einer solchen Injektion entstehen. 
Das habe ich bei Tier 805 gesehen, welchem ich 10 com Serum 704 
intraperitoneal gab (was ungefahr 83 tédliche Dosen fiir ein solches 
Tier ausmacht). Das Tier starb in ungefahr 12 Stunden ohne Spur 
von Schock zu zeigen, ruhig atmend und ohne Krimpfe, aber mit 
schnell (in 6'/, Stunden) bis 31,5° heruntergehender Temperatur 
und bei der Sektion wurde eine serofibrinése Peritonitis gefunden, 
ganz so wie man sie nach einer intraperitonealen Injektion von 
1/,ccm einer 1 proz. Silbernitratlésung sieht, wonach auch die 
Temperatur genau so wie oben sich verhialt. 

Nach alledem ist es also sicher, da8B es nicht nur 
nicht gelingt, den Schock leichter oder mit kleineren 
Serumdosen von einem der gepriiften Organe heraus 
als intravenés auszulésen, sondern da8B man im 
Gegenteil auf jenem Wege iiberhaupt nicht einen téd- 
lichen Schock zu bewirken vermag und daB ein solcher 
Schock augenscheinlich nur durch intravasale Injek- 
tionen hervorgerufen werden kann. DaB dabei der Schock 
durch eine Einwirkung der Antikérper auf die die GefaBwiande 
ausmachenden Zellen erzeugt wird, scheint mir das wahrschein- 
lichste. 
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IL. Die Bedeutung der Narkose fiir die Entwickelung des Schocks 
bei der umgekehrten Anaphylaxie. 


Wie schon obenerwihnt wurde, habe ich aber noch zwei 
andere Wege benutzt, um die Bedeutung der verschiedenen Organe 
bei der Schockerzeugung zu eruieren, namlich teils Organexstir- 
pationen, teils Injektionen direkt in die zufithrenden GefiBe 
der Organe. Da zwar ja nicht jedes Organ exstirpiert werden kann, 
und aus technischen Griinden (wegen der Kleinheit def GefaiBe) 
es auch nicht gelingt, bei jedem Organe in die zufiihrenden GefaBe 
zu injizieren, so erginzen diese Untersuchungsmethoden einander 
gegenseitig. 

Bei den Organexstirpationen kommt indessen noch ein 
Faktor hinzu, namlich die Narkose. Es ist ja nicht médglich, 
ohne tiefe Narkose der Tiere die Organe zu entfernen und um die 
Bedeutung der Organexstirpationen fir den Schock beurteilen 
zu kénnen, muB man deswegen zuerst priifen, ob vielleicht eine 
einfache Narkose ohne jegliche Organexstirpation auch das Her- 
vortreten des Shocks beeinfluBt. 

Bei der gewéhnlichen Anaphylaxie hat Besredka) als 
der erste gefunden, daB die Narkose, besonders die Athernarkose, 
den Schock verhindern kann. Allerdings hat die Narkose nicht 
unter allen Verhiltnissen diesen Einflu8. Thomson?) hat nim- 
lich gezeigt, daB bei hochsensibilisierten Tieren die Narkose den 
Shock nicht oder, wenn tiberhaupt, sehr wenig zu beeinflussen 
vermag, wihrend ihr bei schwachsensibilisierten Tieren wirklich 
die von Besredka behauptete Bedeutung zukommt. Diese An- 
gaben von Thomsen kann ich auch aus eigener Erfahrung 
vollkommen bestitigen. 

Bei der umgekehrten Anaphylaxie, wo das Antigen in 
groBen Mengen in den Organen vorkommt, ganz so wie die Anti- 
kérper bei den hochsensibilisierten Tieren, ist ein groBer EinfluB von 
der Narkose auf die Entwicklung des Schocks kaum zu erwarten. 

In der folgenden Tabelle habe ich nun eine Zusammenstellung 
einiger hierhergehériger Versuche gegeben. 


Hier und iiberall, wo Narkose angewandt worden ist, sind die Tiere 
durch Inhalation von Ather narkotisiert. Wiahrend der in der Tabelle an- 
gegebenen Narkosezeit ist die Narkose sehr tief gewesen. 


1) Bull. de I’Inst, Past. 1908, S. 899. 
*) Zeitschr. f. Immunitiitsforsch. 26. 
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Da es bei den Organexstirpationen nicht nétig gewesen ist, die 
Narkose linger als 15 Minuten zu unterhalten, habe ich in dieser Versuchs- 
reihe, wo es nur darauf ankam, die Bedeutung der Narkose bei der genannten 
Organexstirpationen festzustellen, auch nicht laingere Narkosen als 15 Min. 
gepriift. Von den hier benutzten Sera haben wir friiher nicht Serum 540 
gehabt. Das ist ein mit Hammelblut beim Kaninchen erzeugtes himolyti- 
sches Serum mit einem Titer von 20 000 gegeniiber Hammelblut. 

Vergleicht man nun die Tiere 940—944, welche alle 15 Minuten 
lang narkotisiert worden sind, aber in verschiedenen Zeitabstan- 
den nach den Narkosen injiziert worden sind, so findet man, daB die 
Narkose schiitzt (943) bzw. den Tod erheblich verspitet (944), 
wenn die Seruminjektion kurz nach der Narkose (14—15 Minuten) 
gegeben wird, wahrend die spiter (1 Stunde und spiter) injizierten 
Tiere alle ebenso schnell anaphylaktisch sterben wie das Kontroll- 
tier (939) so ist auch der Fall mit dem Tier 598, das 3 Stunden 
nach der Narkose die Seruminjektion bekam. Indessen gieht 
man doch, daB bei Verwendung von schwacheren Serumgaben 
(599) die Narkose eine schiitzende Wirkung auch wihrend einiger 
Stunden ausiiben kann (Kontrolltier 602), sowie daB in Aus- 
nahmefiallen (800) die Narkose selbst nach 1 Stunde 45 Minuten 
bei intravenés, sonst schnell tétender Dosis (Kontrolltier 602) 
den Tod ein wenig verspitet. Bei verschiedenen Narkosezeiten 
und gleichlangen Intervallen zwischen der Narkose und den Serum- 
injektionen schiitzt, wie zu erwarten ist, die lingere Narkose 
besser als die kiirzere (siehe 945 im Vergleich mit 943, 944). 

Hiernach ist es deutlich, da8, wenn man mehrere 
Stunden nach der Narkose die Seruminjektion macht, 
wie ich es immer nach den Organexstirpationen ge- 
tan habe, die vorhergehende Narkose fiir den Ausgang 
keine (nennenswerte) Bedeutung hat. : 


III. Die Rolle der Bauchorgane beim Erzeugen des Schocks nach 
der einfachen, intravenés, akut tédlichen Serumdosis bei der um- 
gekehrten Anaphylaxie. 


A. Die Nieren. 

Nachdem also der Einflu8 der Narkose auf den Schock fest- 
gestellt war, habe ich nun bei einer Reihe von Tieren Organ- 
exstirpationen gemacht, und gebe ich nun erst eine tabellarische 
Ubersicht tiber die Nierenexstirpationen (Tabelle IV), wozu noch 
einige Versuche mit doppelseitiger Ureterunterbindung gefiigt sind. 
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Nur diejenigen Tiere, bei denen die eine oder beide Nieren entfernt 
sind, nicht aber diejenigen, bei denen ich Ureterunterbindungen vorgenommen 
habe, sind narkotisiert worden. Von den hier benutzten Sera ist uns nur 
Serum 927 neu. Das ist ein gewéhnliches, durch Hammelblutinjektionen 
bei Kaninchen erhaltenes Serum vom Titer 20 000. 

Die Kontrolltiere 565, 601, 722, 796 und 977 sind aus gréBeren Reihen 
herausgenommen, wo die minimalen, akut tédlichen Dosen bestimmt 
worden sind, und wo eben diese Tiere die gesuchte Dosis repriisentierten. 
Das fiir ein und dasselbe Serum, besonders fiir das Serum 540, verschiedene 
Dosen als die minimale, akut tédliche angegeben sind, hangt haupt- 
sichlich davon ab, daB die obenstehenden Versuche zu weit verschie- 
denen Zeiten vorgenommen sind, und daB das Serum in der Zwischen- 
zeit sich verindert hat, teils natiirlicherweise auch davon, daB wegen 
MeBfeblern es ja nie gelingt, zwei Serumverdiinnungen von genau derselben 
Konzentration zu bereiten. Demselben werden wir auch in anderen Ta- 


bellen begegnen. 

Wie aus 564, 603, 798 und 973 hervorgeht, werden diejenigen 
Tiere, bei denen beide Nieren entfernt worden sind, vollstindig 
oder beinahe vollstiindig gegen die akut tédliche Dosis unempfind- 
lich — also ganz derselbe Effekt wie bei antianaphylaktisierten 
Tieren; aber, wie da, vertragen sie nie die doppelte tédliche Dosis 
(604, 605) und dies auch nicht, wenn man nebst den Nieren auch 
die eine Nebenniere wegnimmt (606). 

Exstirpiert man nur die eine Niere, so folgt daraus keine 
Verinderung der Empfindlichkeit (721). 

Da ich zum erstenmal das Wegfallen der Empfindlichkeit 
nach beiderseitiger Nierenexstirpation sah und dabei beriicksich- 
tigte, daB die Nieren sehr groBe Mengen von Antigen enthalten, 
glaubte ich hiermit diejenigen Organe gefunden zu haben, in 
denen das am meisten avide Antigen konzentriert war und durch 
deren Wegnahme man also die Tiere fiir die genannte Dosis 
resistent machen kénnte. 

Bei genauerem Nachsinnen fand ich es doch méglich, dab 
der betreffende Effekt der Nierenexstirpationen auch in anderer 
Weise als der obenerwahnten zustande kommen kénnte. Durch 
das Entfernen der Nieren wird ja auch ein Wegfallen ihrer Sekre- 
tion bewirkt, und hierdurch wird vielleicht die Reaktion zwischen 
Antigen und Antikérper verhindert oder erschwert. 

Verhalt es sich in dieser Weise, so muB die Resistenz der 
* nephrektomierten Tiere gegen das Serum mit der Entfernung vom 
Operationsaugenblick zunehmen, denn je langer der Organismus 
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ohne Nieren gelebt hat, je mehr Retentionsprodukte miissen im 
K6rper angesammelt sein. 

Wir sehen nun auch aus der Tabelle, daB es tatsichlich so 
ist. Vergleiche nur 797 mit 798 und 973 mit 972 und 975, so findet 
man, daB 45 Minuten (797), 11/, Stunde (975) und selbst 21/, Stun- 
den nach der Operation keine erhéhte Resistenz zu bemerken ist, 
dagegen nach 2 Stunden 45 Minuten und spiter. Um vollstandige 
Resistenz gegen die einfache tédliche Dosis zu bekommen, muB 
man demnach wenigstens 2 Stunden 45 Minuten (798) oder 
3 Stunden (564), noch sicherer aber 3'/, Stunden (973) oder 
mehr nach der Operation abwarten. (Individuelle Variationen 
kommen doch sicherlich hier vor und kénnen die Grenze ver- 
- schieben.) 

Hiernach war es naheliegend zu versuchen, ob man nicht auch 
durch Ureterenunterbindungen dieselbe Resistenz erhalten wiirde. 
In den wenigen Versuchen (799, 962), die ich dariiber angestellt 
habe, sind die Resultate wechselnd gewesen, vielleicht beruhend 
auf Verschiedenheiten der Tiere und vor allem darauf, daB ich, 
trotzdem ich bis 4 Stunden nach der Unterbindung (962) mit 
der Injektion wartete, noch linger hatte warten sollen. 

Aus den Nierenversuchen ist es indessen deutlich, daB eine 
vollkommene Resistenz gegen die einfache, intravenés 
akut tédliche Dosis sich nach doppelseitiger Nieren- 
exstirpation entwickelt, daB diese Resistenz nicht 
davon abhingt, daB mit den Nieren das am meisten 
avide Antigen, welches mitdereinfachtédlichenSerum- 
dosis denSchock auslést, ausdemKé6rperentfernt wird, 
sondern durch die vollstandige Retention der von den 
Nieren sonst eliminierten Sekretions produkte bedingt 
wird. 

B. Die Milz und die Dirme. 


In tiefer Narkose wurde die Milz bei einigen Meerschweinchen 
exstirpiert. 4—5 Stunden spiter wurden die Tiere mit hammel- 
himolytischer Sera intravenés injiziert. Dabei erwies es sich, 
daB der Schock nach genau derselben minimalen Dosis hervortrat 
wie bei normalen Tieren. Die Milz hat demnach keine Be- 
deutung fir die Entwicklung des Schockes nach Injek- 
tion der einfachen, intravenés akut tédlichen Serum- 


dosis. 
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Auch die Rolle der Darme in dieser Beziehung versuchte ich 
in derselben Weise, d. h. durch Exstirpation ausfindig zu machen. 
Indessen werden die Tiere, welche eine solche Operation durch- 
gemacht haben, so sehr entkriftet, daB es, obwohl sie jedenfalls 
6—8 Stunden nach der Operation leben, schwierig ist, sie als 
Versuchstiere zu verwenden. Bei den Versuchen, die ich doch 
vorgenommen habe, habe ich den Eindruck bekommen, 
daB die Darme wie die Milz ohne Bedeutung fiir den 
Schock nach der einfachen, intravenés akut tédlichen 
Serumdosis sind. 

C. Die Leber. 

Die Rolle der Leber beim Schock der gewéhnlichen Ana- 
phylaxie scheint bei verschiedenen Tieren verschieden zu sein. 
Denecke?) hat z. B. bewiesen, daB bei Hunden mit Eckfistel 
keine Sensibilisierung nach 1 ccm Ovalbumin zustande kommt 
und R. Weil?) meint auf Grund seiner Versuche mit ausgeschnitte- 
nen Lebern von sensibilisierten Hunden,: daB der Schock beim 
Hunde aus einer cellularen Reaktion des Leberparenchyms 
herrihrt. Im’ Gegensatz hierzu findet Weil, daB beim Meer- 
schweinchen die Leber keine solche hervorragende Bedeutung 
fiir die Entwicklung des Schocks hat, sondern da hier anstatt 
der Leber die glatte Muskulatur der Hauptentwicklungsplatz 
des Schockes ist. 

Uffenheimer und Awerbruch®) haben sogar behauptet, 
daB. die Leber eine schiitzende Wirkung bei der Anaphylaxie 
des Meerschweinchens habe. Als Grundlage fiir diese Auffassung 
gelten groBe Versuchsreihen, in denen die Verfasser Sensibili- 
sierungen und Reinjektionen in Mesenterialvenen bei Meer- 
schweinchen gemacht haben, und die hierdurch erzielten Re- 
sultate mit den Resultaten von subcutanen, intrajugularen und 
intraperitonealen Sensibilisierungen bzw. von intrajugularen 
Reinjektionen verglichen haben. Durchsieht man aber die Ver- 
suchsprotokolle dieser Autoren, so findet man ihre SchluBfolge- 
rungen jedenfalls betreffs der Reinjektionen nicht stichhaltig. 
Die Verschiedenheit zwischen den intrajugularen und den in 
Mesenterialvenen gemachten Reinjektionen ist in meinen Augen 


1) Zeitschr. f. Immunititsforsch. 20. 
*) Journ. of immunology 2. Cit. cf. Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 
’) Arch. f. Hyg. 83. 
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entschieden zu unbedeutend, um diese Konklusion zu _ berech- 
tigen und auch in bezug auf die Sensibilisierungen scheint sie 
mir héchst unsicher. Es ist allerdings unzweifelhaft, da8 zwischen 
der Sensibilitat nach subcutanen und m Mesenterialvenen 
gemachten Injektionen ein groBer Unterschied hervortritt, aber 
wenn man die Sensibilitét nach den in Mesenterialvenen 
gemachten Injektionen mit den nach intraperitonealen und 
vor allem intraj ug ularen Injektionen vergleicht, so findet man 
keine groBe Verschiedenheit — so weit ich sehe —, nicht gréBer, 
als daB sie von Zufalligkeiten abhingen kann. Hiermit méchte 
ich selbstverstandlich nicht bestreiten, daB die Leber méglicher- 
weise eine gewisse Schutzwirkung ausiibe, da ich dariiber keine 
eigenen Versuche gemacht habe, nur finde ich es nicht durch die 
erwihnten Experimente von Uffenheimer und Awerbruch 
bewiesen. Wire es doch der Fall, wirde es gut mit meiner Er- 
fahrung bei der umgekehrten Anaphylaxie stimmen. 

Die Bedeutung, welche der Leber bei dieser Form der 
Anaphylaxie zukommt, ist bisher nicht untersucht. Das einzige 
was man weis, ist, daB die Leber ebenso wie iibrige Organe Antigen 
enthalt und deswegen bei der Entwicklung des Schocks teilneh- 
men kann. 

Die Versuche, welche ich nun vorgenommen habe, um diese Frage 
aufzukliren, bestehen in Injektionen von hammelhimolytischen Sera in 
eine Darmvene kurz vor dem Einflu8 in Vena porta, wodurch ja die Leber 
von der injizierten Fliissigkeit aus erster Hand durchgespiilt wird. Nach 
einiger Ubung war es sehr leicht, diese Injektionen auszufiihren und Nar- 
kose war dabei gar nicht nétig. Nach der Injektion muBte selbstver- 
standlich die Vene unterbunden werden. Folgende Tiere wurden nun in 
dieser Weise injiziert. (Tab. V.) 

Aus der umstehenden Tabelle geht hervor, daB8 kein einziges von 
den mit den Seren 591 und 704 in die Mesenterialvenen injizierten 
Tieren an anaphylaktischem Schock gestorben ist, noch zeigten 
sie Krampfe oder denjenigen Typus von Respirationsstérungen, 
welche wir gewohnt sind beim Schock zu sehen; und doch bekamen 
diese Tiere wenigstens die einfache, intravenés akut tédliche 
Serumdosis (694, 777) und das Tier 778 sogar die doppelte Menge, 
eine Dosis, die intrajugular injiziert, wie schon gesagt, kein Tier 
auch nach Antianaphylaktisierung vertragt. Die Tiere 960, 961, 
welche das Serum 927 bekamen, starben dagegen und da sie beide 
sowohl den anaphylaktischen Respirationstypus wie Lungen- 
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Tabelle V. 
Tier be Minimale, intravenés 
& | akut tédliche Dosis |  1isierte Dosis Resultat 

Nr. || & | Nr. 

694 | 815 | 591 | 0,08ccm pro 100 g Tier | 0,08ccm pro 100g Tier | Keine anaphylaktischen 
Symptome. Ruhiges 

| Atmen. Lebt noch 
nach 24 Stunden. 

701 | 860 | 591 |0,08ccem ,, 100g ,, (0,12ccm ,, 100g ,, dgl. 

720 || 815 | 704 |0,04ccm , 100g ,, |0,05ccm , 100g ,, dgl. 

777 | 450.| 704 |0,04com ,, 100g ,, |0,04ecm ,, 100g ,, dgl. 

778 || 420 | 704 |0,04ecm ,, 100g ,, |0,08ccm ,, 100g ,, dgl. 

960 | 880 | 927 |0,08cem , 100g ,, |0,16cem ,, 100g ,, | Schnelles Atmen. Dys- 
pnée. Stirbt in 80 Mi- 

nuten mit Lungen- 
| 6dem - Emphysem. 
Keine Krampfe. 

961 || 855 | 927 |0,08ccm ,, 100g ,, |0,82ccm ,, 100g ,, | Schnelles Atmen. Dys- 
pnée. Stirbt in2Stun- 
den mit Lungenéddem- 

i | Emphysem. Keine 
i | | Krampfe. 


édem und Emphysem aufwiesen, ist es wahrscheinlich, daB sie 
an anaphylaktischem Schock starben, obwohl sie keine Krimpfe 
hatten. Von diesen Tieren bekam das eine die doppelte und 
das andere viermal die intravenés akut tédliche Dosis, und selbst 
wenn ihr Tod anaphylaktisch war, war er erheblich verspitet. 

Hieraus sieht man also deutlich, 1. daB die Leber nicht 
dasjenige Antigen enthalt, das den Schock bei einer 
einfachen, intravenés akut tédlichen Dosis auslést, 
sondern 2., daB die Leber vielmehr die Eigenschaft 
besitzt, die toxischen Effekte des Serums mehr oder 
weniger wegzunehmen und so den Schock zu verhin- 
dern. 

D. Die Nebennieren. 

Diese Organe habe ich weder beiderseitig entfernen noch in 
deren zufithrenden GefaiBen injizieren kénnen. Um doch so weit 
als méglich ihre Bedeutung fiir den Schock kennen zu lernen, habe 
ich den Einflu8 ihres wichtigsten Produktes, des Adrenalins, auf 
den Schock gepriift. 

Da8B das Adrenalin nicht ohne Einflu8 auf die Wirkung von 
toxischen Substanzen ist, geht aus friheren Untersuchungen 
hervor. Den Angaben von Marie gemiB') tibt so das Adrenalin 
auf Abrin, Crotin, Ricin, Diphtherie- und Tetanustoxin eine 


1) Annal. de PInst. Pasteur 27 und 32, 
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neutralisierende Wirkung aus. Beim Tetanus geniigt z. B. 1/19, mg 
von Adrenalin um 100 tédliche Dosen fiir weiBe Miuse zu entgiften. 
Gegeniiber Alkaloiden und Tuberkulin ist es dagegen wirkungslos. 
Marie weist daraufhin, daB die erste Gruppe Antigene sind, die 
anderen aber nicht. Auch bei der gewé6hnlichen Anaphylaxie 
hat sich das Adrenalin als wirksam erwiesen. Galambos?*) 
hat naimlich gefunden, daB 4/,, mg (*/35 mg wirkt schon selbst 
letal) das sensibilisierte Tier (Meerschweinchen) gegen das 3 bis 
4fache der sonst tédlichen Serumdosis schiitzte, wenn es 26 Mi- 
nuten (das optimale Intervall) vor der Seruminjektion, und nur 
gegen das 21/,fache dieser Dosis, wenn die beiden Flissigkeiten 
gleichzeitig injiziert wurden. Eine Menge von */,., mg schiitzte 
dagegen nicht gegen die letztgenannte Serumdosis, selbst wenn 
das Adrenalin 26 Minuten vor der Serumdosis gegeben wurde. 

Offenbar kann man bei ahnlichen Untersuchungen die Ver- 
suchsbedingungen ins Unendliche variieren. Bei meinen Ver- 
suchen iiber die hier uns interessierende Frage bei der umgekehr- 
ten Anaphylaxie bin ich folgenderweise vorgegangen. Ich habe 
die Adrenalinlésung und das Serum teils vermischt teils nachein- 
ander benutzt, und im letzten Falle mit so kleinem Intervall 
wie es méglich war, um nur die Spritzen in der im GefiBe liegenden 
Kaniile zu wechseln. Beim Vermischen der Filiissigkeiten habe 
ich auch so schnell wie méglich nach dem Vermischen die Injek- 
tionen gemacht. Da es doch bisweilen — besonders da eine ganze 
Reihe mit derselben Mischung injiziert werden sollte — eine nicht 
allzu geringe Zeit zwischen Vermischen und Injektion verging — 
bei dem letzten Tier einer Serie konnte es bis 11/, Stunde dauern —, 
habe ich gepriift, ob wahrend einer solchen Zeit einige Verande- 
rungen in der Wirkung eintreten. Das habe ich aber nicht finden 
kénnen. Hierbei mu8 aber beriicksichtigt wetden, daB ich nur 
nach Verinderungen der Serumwirkung, nicht nach 
Veranderungen der Adrenalinwirkung suchte, also keine 
Priifungen betreffs Blutdruckschwankungen usw. anstellte. Da 
ich zudem aus Griinden, welche unten naher besprochen werden, 
so kleine Adrenalinmengen in meinen Mischungen verwandte, 
daB dadurch keine Adrenalinvergiftungssymptome auftraten, 
habe ich nicht merken kénnen, wenn die Adrenalinwirkung 
wegfiel. Dies ist fiir diese Untersuchung tibrigens belanglos. 

1) Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. u. exp. Therap. 19. 
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Ich hebe dies hervor, da es sonst merkwiirdig auffallen kénnte, 
da8 Anderungen in einer Mischung von Adrenalin und Serum 
nicht hervortreten wiirden, da ja das Adrenalin in solchen Mi- 
schungen: sehr labil ist. 

Die Mischungen ebenso wie die Sera und Adrenalinlésungen wurden 
immer vor Licht geschiitzt bei ungefiihr 20° wihrend der Versuchszeit 
aufbewahrt. Zu diesen Versuchen habe ich das Serum 757 angewandt. Es ist 
ein hammelhimolytisches, durch Injektion von Hammelblut erhaltenes 
Kaninchenserum mit himolytischem Titer von 20.000. 

Bei allen in dieser Arbeit vorgenommenen Adrenalinversuchen wurde 
Mercks Adrenalinlésung verwandt. Hier und in folgenden Tabellen, 
wo Adrenalin vorkommt, beziehen sich die Mengenangaben auf diese 
Lésung, nicht auf die ungeléste Substanz. 0,001 com Adrenalin 
bedeutet also 0,001 ccm dieser Lésung usw. 

In der Tabelle VI gebe ich nur diejenigen Adrenalinver- 
suche, welche intravenés gemacht worden sind; tiber in ande- 
rer Weise gemachte Adrenalininjektionen wird spiter1) berichtet. 

Um nicht durch Intoxikationserscheinungen vom Adrenalin 
das Krankheitsbild, daB das Serum méglicherweise hervorrufen 
kénnte, verwischt und verworren zu bekommen, habe ich mich 
in meiner Adrenalindosierung im allgemeinen unterhalb der toxi- 
schen Grenze gehalten. 

Da einige Vorversuche und alle spiter erwihnten Adrenalin- 
injektionen mir gelehrt hatten, daB das Adrenalin gar keine 
abschwachende Wirkung auf das Serum ausiibte, sind die folgenden 
Versuche nur in der Absicht vorgenommen, um etwaige Verstar- 
kung des Serums zu entschleiern. 

Die ersten 4 Injektionen der Tabelle sind vorgenommen 
um die Toxizitét der Adrenalinlésung herauszufinden. Wie er- 
sichtlich sieht man noch bei 0,025 ccm, d. h. ungefahr 0,005 pro 
100g Tier (715). ernste Intoxikationserscheinungen, bei 0.003 
pro 100g Tier (715b) dagegen nichts davon. 

Schon oben wurde gesagt, daB das Adrenalin keinen abschwi- 
chenden Einflu8 auf das Serum hatte. Das wird auch hier bestiatigt. 
Es geht nimlich aus einem Vergleich zwischen den Tieren 956 
und 949 hervor, da8 die Serumwirkung durch Adrenalin nicht 
abgeschwicht, aber auch nicht verstirkt wird. Die beiden Tiere 
wiesen gleichstarke, anaphylaktische Phinomene auf, trotzdem 
daB 956 nebst dem Serum eine nicht geringe Adrenalindosis 


1) Diese Zeitschrift 110 8. 172. 
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+ zwischen den injizierten Serum- und Adrenalindosen bedeutet, 
daB das Serum und das Adrenalin in Mischung injiziert wurden; 
V und N auf demselben Platz bedeutet, daB Serum und Adre- 
nalin jedes fiir sich injiziert wurde, und V da8 dabei das Serum 
vor dem Adrenalin, N nach dem Adrenalin gegeben wurde. 





e- | & | Minimale intravend | 
= | Minimale intravends, 
5 akut tédliche Serum-| Injizierte Serumdosis | Injizierte Adrenalin- 


N dosis 





+ 
| Uberlebt. Lebhafte 
| Muskelbewegung., 
| Kraémpfe. Tiefe, 
| | erschwerte Respi- 
| 
\ 





| ration. 
0,008cem pro 100g Tier, Uberlebt. Gar keine 


| 
| | | Symptone. 
0,085 ccm pro 100g Tier0,015ccem pro 100g Tier + 0,001 com 100g , dgl. 
0,085cem ,, 100g ,, 0,0l5ccm ,, 100g ,, V/0,00lcem ,, 100g ,, dgl. 
0,085ccm ,, 100g ,, 0,0l5cem ,, 100g ,, N 0,00lccm 100g , | dgl. 
0,08 com ,, 100g ,, 0,04 com ,, 100g ,, +0,008ccm 100g ,, | Uberlebt. Schnelles 
| | Atmen; bald nor- 





mal. 
100g 0,05 ccm 100g ,,+ 10,0085 cem » 100g Uberlebt. Schnelles 
| Atmen vom ana- 
phyl. Typ., dauert 
ungefihr 2 Std.; 
} dann normal. 
0,04 ccm eed | Uberlebt. Gar keine 
| §Symptome. 
0,05 ccm Uberlebt; Respira- 
| tionsstérungen v. 
| anaphyl. Typ. 











bekommen hatte. Auch bei dem Tiere 954 ist keine Verstirkung 
des Serums durch das Adrenalin zu spiiren (vgl. mit Tier 955). 
Da das Adrenalin aber bekanntlich seine spezifische blutdruck- 
regulierende Titigkeit schon bei sehr geringen Dosen entfaltet 
und da ich nach Injektionen in die Carotis von 0,001 mg Adrenalin 
pro 100g Tier zusammen mit Serum’) eine kraftige Verande- 
rung der Serumwirkung gesehen hatte, habe ich auch diese kleine 
Adrenalindosis zusammen mit einer Serummenge, die ein wenig 
kleiner als die Halfte der intravenés akut tédlichen Dosis, bei 
einigen Tieren (912, 913, 914) injiziert. Ich habe, wie die Tabelle 
zeigt, gar keine Verstairkung der Serumwirkung gesehen, wenn 
die Fliissigkeiten in Mischung oder jede fiir sich gegeben wurden. 


1) Siehe meine Arbeit: Ein neues Krankheitsbild nach Seruminjek- 
tionen. Diese Zeitschrift 110 S. 173. 
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Aus alledem geht hervor, daS das Adrenalin bei intra- 
venéserInjektiondieSerumwirkung weder abschwiacht 
noch verstarkt und deswegen wahrscheinlich keinen 
EinfluB auf die Entwicklung des Schocks bei der um- 
gekehrten Anaphylaxie ausibt. 


E. Injektionen tief in die Aorta. 


Um nun eine experimentelle Zusammenfassung, wenn ich 
es so nennen darf, betreffs der Rolle der Bauchorgane fiir den 
Schock bei der einfachen, akut tédlichen Dosis zu bekommen, 
habe ich endlich versucht, die Seruminjektionen tief in die Aorta 
zu machen. Bei dieser Injektionsweise werden ja alle diejenigen 
Organe, welche unterhalb der eingefiihrten Kaniilspitze liegen, 
direkt vom Serum durchgespilt; und erst nach Passage durch 
diese Organe kann das Serum mit den obenliegenden Organen 
in Berithrung kommen. Tragen viele von den Bauchorganen 
dazu bei, den genannten Schock auszulésen, so konnte man auch 
durch diese Aortainjektion eine Aufklarung erwarten. 

Die Injektionen sind folgendermaBen gemacht. 


Die rechte Carot. commun. wurde auf einer Strecke von 2 bis 3 cm 
und dabei so weit unten wie méglich freigelegt. Zwei Ligaturfiden wurden 
angelegt. Mit dem einen wurde das GefiB® oben definitiv unterbunden; 
der andere wurde nach unten geschoben und dann nur ganz leicht provi- 
sorisch zugezogen, um das Blut abzusperren, spiter aber gelockert werden 
zu kénnen. Zwischen diesen beiden Ligaturen machte ich nun mit einem 
scharfen Messer einen longitudinalen Schnitt im GefaBe, fiihrte hierdurch 
die stumpfe, feine Kaniile, welche im voraus schwach 8-formig gebogen 
war und fest an der die bestimmte Serummenge enthaltenden Spitze saB, 
in das Gefi8 hinein, schob die Kaniile durch ‘die untere, ein wenig gelockerte 
Ligatur allmiahlich tiefer und tiefer bis sie, den Arcus aorta folgend, tief 
in die Aorta eingedrungen war. Dabei soll die Ligatur nicht fester zuge- 
zogen werden als daB die Kaniile hineingeschoben werden kann, aber doch 
so fest, daB keine Blutung vorkommt. 

Bei toten Tieren habe ich festgestellt, daB mit der von mir bei diesen 
Versuchen angewandten Kaniile die Kaniilspitze zwischen der 3. und 4.Rippe 
lag. Nach gemachter Injektion wurde die Kaniile langsam zuriickgezogen 
und dabei wurde darauf genau gepaBt, daB die Ligatur in demselben Augen- 
blick, da die Kaniile aus der Ligaturstelle herausschliipfte, fest zugemacht 
wurde, so daB nichts aus dem GefiBe herauskommen konnte. Im Anfang ver- 
lor ich mehrere Tiere durch Blutung beim Versuche, die Kaniile hineinzu- 
schieben, aber spiter ist alles gut gegangen. Die Tiere zeigen merkwiirdiger- 
weise keine Unruhe beim Hineinschieben, vorausgesetzt, da8B die 
Kaniile sehr diinn ist. 





Tier, w 
Nr. 


g 8 & e 8 &| 
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Tabelle VIL. 











Minimale intravenés Injektions- Injizierte 
k. akut tédliche Dosis | stelle Serumdosis 
tr. ‘ 





Resultat 





a ——— Ses 


757 | 0,05ccm pro100gTier| Carotis | 0,017 ccm pro 100g Tier Uberlebt. Vielleicht ver- 
mmaktty | tieftes Atmen. 

757 | 0,05ccm , 100g » | 0,017ccem , 100g ,, | Uberlebt. Keine Symp- 
| tome. 

757 | 0,05 com 100g ,, 0,0l7ccm , 100g | + in 10 Min. Manége. 

| Strabism. Rechtes 
| Auge Exophthalmus. 

0,05 cem 100g 0,06 com 100g Uberlebt. Keine Sym- 

| ptome. 

0,05 com 100g 0,05 ccm 100g | Uberlebt. Unbedeutende 
| Respirationsstérungen. 
Temp. 1 Std. nach Inj. 

| §4,4°. 

0,05 com | Uberlebt. Unbedeutende 
| Respirationsstérungen. 
| Temp. 1 Std. nach Inj. 

365,5°. 

0,055cem ,, 100g ,, * 0,055 ccm 100g dgl. 


704 | 0,055ccm , 100g ,, ” 0,065cem , 100g dg. 

704 | 0,055ccm ,, 100¢ ,, Carotis 0,018 ccm 100g +in 8 Min. Fast momen- 
zentralwarts tan gelahmt. Strabism. 
704 | 0,055ccm ,, 100g ,, Carotis 0,018 ecm 100g Uberlebt. Keine Sym- 
o gehirnwarts | ptome. 























In den beiden Versuchsserien, welche (die eine umfaBt 
856—869, die andere 881—884) in dieser Tabelle vorkommen, 
sind auch Injektionen in die Carotis gehirnwirts und zentral- 
warts eingeschlossen. So gemachte Injektionen gebéren aller- 
dings den folgenden Abschnitten an und werden da besprochen, 
aber sie sind doch hier eingefiihrt um das Resultat dieser Injek- 
tionen mit den Aortainjektionen leicht vergleichen zu kénnen. 

Wir sehen nun, da8 nicht nur diejenigen Dosen, welche in 
die Carotis zentralwirts schnell téten (859), symptomlos (858) 
vertragen werden, sondern auch, daB8 zudem dieselben Mengen, 
die bei intravenéser Injektion den anaphylaktischen Schock in 
einigen Minuten hervorrufen, in die Aorta gegeben werden kénnen, 
ohne nennenswerte Stérungen zu verursachen (865, 867, 869, 
881, 882). Hierdurch wird es also bestitigt, daB die Abdominal- 
organe trotz ihrem groBen Antigengehalt den Schock 
nach der einfachen, intravenés akut tédlichen Dosis 
nicht bewirken. Es ist sogar wahrscheinlich, daB die 
Passage durch diese Organe das Serum entgiftet; nach 
dem Zuriickkehren in das rechte Atrium ist es nimlich 
nicht mehr imstande, den Schock auszulésen. Doch 





: 
4 
3 
a: 
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muB man sich dabei erinnern, daB das toxische Serum 
wahrend der obenerwaihnten Passage mit beinahe der 
ganzen Blutmenge des Kérpers verdiinnt wird und 
daB durch diese Konzentrationsverminderung auch 
die Inaktivitat des Serums méglicherweise erklart 
werden kénnte. (Vergleiche damit, daB bei langsamer Injektion 
die Tiere auch intravenés die bei schneller Injektion tédliche Dosis 
vertragen kénnen. Friedberger.) 


IV. Die Rolle des Gehirns fiir die Entwickelung des Schockes nach 
der einfachen, intravenés akut tédlichen Dosis bei der umgekehr- 
ten Anaphylaxie. 


Bekanntlich wirkt bei der gewéhnlichen Anaphylaxie 
die intracerebrale Reinjektion beinahe ebenso stark wie die intra- 
venése. Dies ist von Besredka als ersten nachgewiesen und von 
mehreren Seiten bestitigt worden. Im Gegensatz hierzu kann 
man mit der intravenés, akut tédlichen Dosis, in die Gehirn- 
substanz injiziert, bei der umgekehrten Anaphylaxie tiberhaupt 
keinen Schock auslésen, wie von mir oben’ gezeigt worden ist. 
Sterben die Tiere nach solchen Injektionen, so sterben sie nicht 
am Schock, sondern aus anderen Ursachen, welche ich schon naher 
besprochen habe. Aber obwohl es sich so verhialt, wire es 
doch denkbar, daB das toxische Serum bei der umgekehrten 
Anaphylaxie von denGehirngefaBen aus denSchock bewirken 
kénnte. Dies habe ich in der Weise untersucht, daB ich meine 
toxischen, hammelhamolytischen Sera in die Carotis gehirnwarts 
eingespritzt habe. 

Dabei ging ich folgendermaBen vor: Nach BloBlegen der Carotis 
commun. wurde zentralwirts das Gefi®B unterbunden, mit einem scharfen 
Messer in die GefiSwand ein longitudinaler Schnitt gemacht und hierdurch 
eine stumpfe Kaniile weit hinauf bis in die Nahe von der Teilungsstelle 
der Carotis eingefiihrt. Um das Gefi8 herum mit der einliegenden Kaniile 
wurde eine Ligatur gelegt, um das ZuriickflieBen der Fliissigkeit bei den 
Injektionen zu verhindern. 

Die in jedem Falle zur Injektion abgemessene Serummenge wurde 
hier, wie immer bei intravasalen Injektionen, mit 0,8% 37° NaCl-Lésung 
bis 1 ccm. aufgefiillt. Dieses Quantum wurde in 5—7 Sekunden injiziert 
und in demselben Moment, da die Kaniile ausgezogen wurde, band ich die 
Ligatur kraftig an und hinderte so jedes ZuriickflieBen der injizierten 
Flissigkeit. Wo nichts anderes gesagt wird, hatte die Injektionsfliissigkeit 
eine Temperatur von ungefihr 25°. 
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160 J. Forssman: 


Vier hammelhimolytische Sera sind nun in dieser Weise gepriift, 
niimlich die Sera 423, 487, 704 und 757, darunter die beiden letztgenannten 
sowohl aktiv wie inaktiv. Alle die Sera sind aus den friiheren Versuchen 
bekannt. Zudem sind auch ein typhusagglutinierendes Kaninchenserum 
mit einem Titer von 30000 und ein ochsenhimolytisches Kaninchenserum 
mit einem Titer gegen Ochsenblut von 3300 und gegen Hammelblut 
von 300 benutzt. 

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, da8B von den drei in- 
aktiven Sera 423, 487 und 757 (Tiere 497, 498, 507, 
522, 833, 843) diejenigen Dosen, welche intravenés die Tiere 
akut, d.h. in 5—10 Minuten, unter dem Bilde des anaphy- 
laktischen Schockes téten, entweder gar keine oder nur sehr 
schwache anaphylaktische Symptome hervorrufen, wenn sie 
anstatt intravenés in die Carotis injiziert werden. Bedenkt man, 
daB von der gewahiten Injektionsstelle aus das Serum dem Gehirn 
in einer Menge und in einer Konzentration zugefiihrt wird, welche 
derjenigen nach den gewohnlichen, intravenésen Injektionen weit 
tiberlegen ist — und dies trifft wahrscheinlich auch da zu, wo 
ich wie beim Tier 767 nur 0,01 ccm pro 100 g Tier intracarotal 
ohne jegliche Folgen injizierte —, so ist damit bewiesen, daB 
das Gehirn und dessen GefaiBe keine primaire Bedeutung 
fir den anaphylaktischen Schock hat. Im Gegenteil 
wird das toxischeSerum durch die Gehirn passage so ab- 
geschwacht, daB die intravenés akut tédliche Serum- 
dosis, intracarotal injiziert, wenn sie aus den Kopf- 
venen zuriickkommt, nicht mehr imstande ist, den 
Schock zu bewirken. Beim Serum 704 inaktiv (Tier 876) findet 
man indessen keine Verminderung der Serumwirkung nach intraca- 
rotaler Injektion, sondern das Serum tétet durch Anaphylaxie in 
derselben Dosis, wenn es entweder intravenés oder intracarotal 
gegeben wird. Dieser Befund spricht nicht gegen die erstgenann- 
ten, denn wire der Schock von den GehirngefiBen ausgelést 
worden, so wire die schockerzeugende Dosis intracarotal kleiner 
als intravenés gewesen, was, wie gesagt, nicht der Fall ist. 

Das Serum 704 ist also von den anderen eben erwihnten 
Sera verschieden, trotzdem daB alle diese Sera in derselben Weise 
bei Kaninchen bereitet sind; ein Verhaltnis, wozu wir ja viele 
Parallelen in dem verschiedenen Gehalt von z. B. Nebenhimo- 
lysinen!) bei den hamolytischen Sera haben. 

1) Forssman, Diese Zeitschr. 77. 
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Die aktiven Sera 704 und 757 weisen aber zudem eine ganz 
eigenartige Wirkung auf, wie aus der Tabelle betreffs der Tiere 
765, 766, 818, 819 und 828 hervorgeht, Hier werden der Kopf 
und der K6érper nach der Seite gedreht und gebogen, im allgemeinen 
aber nicht ausnahmslos nach derjenigen Seite, deren Carotis fir 
die Injektion angewandt worden ist. Kriimpfe, welche den ganzen 
K6rper in die Luft warfen, erschiittern das Tier, setzen gleich 
nach der Injektion ein und kénnen bis zum Tode sich fortsetzen; 
dabei verliert das Tier doch nicht das Gleichgewicht, sondern 
steht auf seinen FiiBen. Diese Phinomene haben nichts gemein- 
sam mit den allgemein bekannten anaphylaktischen Symptomen. 

Sie werden nur dann beobachtet, wenn die Sera Zimmer- 
temperatur oder darunter besitzen; bis 37° erwirmtes Sera 
(829, 830) hatten nicht dieselben Resultate. 

Eine Andeutung hierzu habe ich doch auch bei einem anderen 
Serum(561), einem typhusagglutinierenden Serum, gesehen, das kiihl 
in die Carotis injiziert wurde, aber die Wirkung war bei weitem 
nicht so ausgesprochen oder anhaltend wie bei den hammelhimo- 
lytischen. Die Symptome sind wohl als die Folgen von der direkten 
Einwirkung der hammelhimolytischen Sera auf die Nervenzellen 
anzusehen. : 

Diejenigen hammelhimolytischen Sera, welche wie z. B. 
ochsenhimolytisches Serum intravenés nicht toxisch fiir Meer- 
schweinchen sind‘), bewirken auch intracarotal keine Vergiftungs- 


symptome. 


Ich méchte jetzt unter Hinweis auf die obenstehenden 
Versuche die anfangs aufgestellte Frage beantworten: Tragen 
alle oder nur vereinzelte Organe zu demjenigen Shock bei, der 
durch eine einfache, intravenés, akut tédliche Serumdosis aus- 
gelést wird ? 

Dabei muB daran erinnert wérden, daB in den vori- 
gen Abschnitten erwiesen ist erstens, daB der Schock nur 
von den Gefa8en ausgelést werden kann; zweitens, daB 
dieser Schock nicht von den Bauchorganen herrihrt, 
denn, injiziert man tief in die Aorta — in der Hohe zwischen 
der 3. und der 4. Rippe — die intravenés, akut tédliche Serum- 
dosis, so kommt dadurch kein Schock zustande, sondern die so 

1) Forssman und Fex, Diese Zeitschr. 61. 
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injizierten Tiere tiberleben, nur héchstens unbedeutende Krank- 
heitssymptome zeigend, welche Symptome als Folgen von Serum- 
spuren, welche nach Passage der Bauchorgane dem Herz zuriick- 
gefiihrt werden, aufgefaBt werden sollen, und drittens, daB auch 
dem Gehirn keine schockerzeugende Eigenschaft bei 
der genannten Serumdosis zukommt. 

Wenn man nun das toxische Serum wie gewohnlich in die 
Vena jugularis einspritzt, so muB es folglich, von diesem Punkt 
gerechnet, bis es mit dem Blute die erwihnte Héhe (3.—4. Rippe) 
der Aorta erreicht, in einen schockbewirkenden GefaiBbezirk eines 
Organes hineinkommen. Es fragt sich indessen, ob man nicht 
diese Strecke noch mehr begrenzen kann.. Zu diesem Zwecke 
habe ich Seruminjektionen direkt in den linken Ventrikel des 
Herzens gemacht, und zwar mit folgendem Resultat (Tab. IX). 





























Tabelle IX. 
S| 
Tier | = = i. 
E 5 mg Injizierte Dosis Resultat 
Nr. | g | Nr. 
909 830) 757 V. jugular. | 0,04ccm pro 100g Tier | + in 4 Min. Typ. Anephylaxie. 
911 415} 757), » 0,085cem,, 100g ,, | + in 20 Min. Typ. Anaphylaxie. 
910 800; 757). » 0,08com ,, 100g ,, | Uberlebt. Ernste anaphylaktische 
Respirationsstérungen. 
924 (800) 757 | LinkeHerz-|0,04ccm ,, 100g ,, | ¢ in 8 Min. Respirati térungen. 
ventrikei Keine Blutung im Perikardium. 
926 | 255) 757 ri 0,08cem ,, 100g ,, | Uberlebt. Ernste Anaphylaxie. Re- 
spirationsstérungen. 
925 || 270) 757 ~ 0,02cem ,, 100g ,, | Eine unbedeut. Spur von Manége. 
Uberlebt. Keine anaphylaktische 
Symptome. 


Wie man sieht, wirkt das Serum genau ebenso kriaftig, wenn 
es in den Jinken Ventrikel wie wenn in die Vena jugularis ein- 
gespritzt wird. Hieraus kann jedenfalls die SchluBfolgerung ge- 
zogen werden, da das Serum, um den Schock bei der umgekehr- 
ten Anaphylaxie zu erzeugen, nicht die Arteria pulmonalis und 
ihre Verzweigungen passieren mu, sondern daB es ebensogut 
geht, den Schock auf der Strecke des linken Ventrikels bis zu 
der erwihnten Héhe der Aorta hervorzurufen. Auf dieser Strecke 
werden folgende Aste abgegeben, welche beriicksichtigt werden 
miissen: 1. die Coronariste, 2. der Truncus anon, 3. die Arter. 
subclavia sin. und 4. die Bronchial- und einige Intercostalarterien. 
Von diesen habe ich den Truncus teils oben — betreffs der Caro- 
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tis — teils in einem folgenden Aufsatz '), auf den ich hinweise — 
betreffs der Art. vertebralis und der subclavia — behandelt und 
gezeigt, daB der typische Schock von diesem GefaiBbezirk nicht 
kommt; ebensowenig stammt er von der Art. subclav. sin., denn 
ihr Vertebralzweig kann in dieser Beziehung kaum anders als 
Vertebral. dextr. sich verhalten; es bleiben dann nur die Coro- 
nar- und Bronchialarterien tibrig (die Intercostalen kénnen nicht 
in die Rechnung einbezogen werden) und hier mu8 man den Ur- 
sprung des Schockes suchen. 

Die Antwort auf die gestellte Frage wird also, daB der 
Schock im GefaBgebiet von den Art.coron. cordis oder 
von den Bronchialarterien bei der einfachen, intra- 
venés akut tédlichen Serumdosis seine Herkunft hat 
und daB die Symptome, welche von anderen Organen 
stammen, sekundir sind. Ob diese beiden Gebiete oder 
nur das eine und. sodann, welches als Schockquelle 
fungiert, das wird spiter untersucht werden. 

Unterdenibrigen Ergebnissen dieser Untersuchung 

méchte ich noch hervorheben, da8 die Leber die Eigen- 
schaft hat, das toxische Serum zu entgiften, daB sogar 
das Gehirn bei den meisten Sera eine entgiftende Wir- 
kung austibt und daB nach Nierenexstirpationen die 


Tiere unempfindlich gegen die einfache, intravenés 
akut tédliche Serumdosis werden, was von einer Re- 
tention der sonst durch die Nieren sezernierten Se- 
kretionsprodukte abhingt. 


1) Ein neues Krankheitsbild nach Seruminjektionen. Diese Zeit- 
schrift 110, 164. 1920. 
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Ein neues Krankheitsbild nach Seruminjektionen. 
Von 
J. Forssman. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Lund, Schweden.) 
(Hingegangen am 7. Juli 1920.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem ich im Anfange meiner Untersuchung tiber den 
Ursprung des anaphylaktischen Schockes '), eine Serie Injektionen 
vom Serum in die Carotis gehirnwarts gemacht hatte, dachte ich 
einige zentralwarts gerichtete Injektionen in die Carotis vorzu- 
nehmen, in der Absicht, das Serum in die Aorta einzubringen, 
in dieser bequemen Weise das Gehirn, das Herz und die Lungen 
zu umgehen und so die Bedeutung der Bauchorgane fiir den Schock 
zu studieren. Dabei bekam ich aber ein unerwartetes und bisher 
ganz unbekanntes Krankheitsbild, das in keiner Beziehung mit 
dem anaphylaktischen Schock iibereinstimmte, DaB es nicht die 
Folge einer Einwirkung des Serums auf die Bauchorgane ist, 
beruhte, brauche ich jetzt, da schon die Rolle dieser Organe in meiner 
yorerwahnten Arbeit eingehend besprochen ist, nicht zu sagen. Ich 
méchte nun die Ergebnisse, welche ich in diesem Punkte bekommen 
habe, mitteilen und tiber die verwickelten Verhiltnisse, welche 
uns hier begegnen, soweit ich sie augenblicklich zu tibersehen 
vermag, berichten. 


Zuerst doch einige Worte iiber die Anordnung und Ursprung der 
Carotis comm. beim Meerschweinchen. Von der Aorta geht der Truncus 
anonym. aus, der von wechselnder Lange bei verschiedenen Tieren ist 
Er teilt sich in den zwei Carotid. comm., von denen die linke die diinnere 
ist. Die rech@ gibt gleich die Art. subclav. dextra ab oder es zweigt sich 
diese direkt vom Truncus ab. Die Art. subclav. sin. geht direkt von der 
Aorta aus. Die Art. vertebr. auf beiden Seiten sind Aste von der Art. subclav. 

Auf der ganzen Strecke vom Truncus bis zur Teilung in Carotis extern. 
und interna gibt Carotis comm., soweit ich sehen konnte, keine Aste ab. 
Ich habe den Arcus aortae mit ihren obengenannten Asten nach der Natur 
auf den beiden beistehenden Skizzen gezeichnet. 

Beim BloBlegen der Carotis comm. beim lebenden Tiere geht es nicht, 
bis zu ihrem Aufspalten bis auf den Truncus hinunterzukommen. Man 


1) Diese Zeitschr. 110, 133. 1920. 
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kommt nur ungefihr so weit, wie ich es auf den Skizzen mit einem 
Querstriche markiert habe. Um nun die Injektionen vorzunehmen, bin 
ich genau so vorgegangen, wie es fiir die Injektionen, tief in die Aorta, in 
der zitierten Arbeit beschrieben worden ist, nur daB ich hier eine gerade 
Kaniile verwandte und sie nicht tief herunter einfiihrte. 


In Tabelle I habe ich nun einige Serien solcher Injektionen 
zusammengestellt. Die hier angewandten Sera sind uns aus 
den Tab. I—VIII meiner vorigen Arbeit schon bekannt. Ich habe 
allerdings noch mehrere hammelhimolytische Sera in dieser Weise 
gepriift, da sie aber alle dasselbe Resultat gegeben haben, habe 
ich sie nicht hier aufgenommen, um nicht die Tabelle unnétiger- 
weise zu verlingern. 

In der Tabelle habe ich mich beschrankt, unter den 
,,Resultaten“’ ganz kurz diejenigen Symptome zu erwahnen, 


ri 
i 


welche die in die Carotis zentralwirts injizierten Tiere darboten. 
Ich will nun, um das Bild zu vervdllstiandigen, die verschie- 
denen Phinomene ausfiihrlicher besprechen als wie man es 
tabellarisch machen kann. 

Das erste, was beim Durchsehen der Tabelle auf- 
fallt, ist, daB die Tiere nach den carotis-zentralwiarts 
gerichteten Injektionen schon nach viel kleineren 
Dosen als intravenés sterben, ja nach Dosen, welche 
gar keine krankhaften Symptome hervorrufen, wenn 
sie intravendés gegeben werden). 


1) Ich habe Tiere aus anderen Zuchten gesehen, welche noch viel 
sensibler gegen diese Injektionen waren als diejenigen, welche ich im hie- 
sigen Institut hatte. Bei einer Demonstration vor einigen Kopenhagengr 
Kollegen, wo ich das Serum 704 benutzte, zeigte sich nimlich, da8 die 
da befindlichen Meerschweinchen ungefihr 6 mal empfindlicher waren als 
die meinigen, so da8 ich da mit 0,0015 ccm pro 100 g Tier denselben Effekt 
wie hier nach 0,01 ccm pro 100g erhielt. 
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Dasjenige Symptom, welches das Krankheitsbild 
beherrscht oder jedenfalls am starksten hervortritt, 
ist zweifelsohne die Gleichgewichtsstérung. Davon sieht 
man allerdings nichts in denjenigen Fallen, wo eine Parese 
beinahe der ganzen Kérpermuskulatur eintritt, wo die Tiere 
deswegen ganz unbeweglich, aber noch ruhig atmend auf der 
Unterlage liegen. Dies kommt nimlich vor allem bei gréBeren 
Dosen vor, welche sich den intravenés akut tédlichen (524, 883) 
nahern, bisweilen, doch selten, auch bei kleineren Injektionen 
(527). Sonst weisen alle mehr weniger entwickelte Gleichgewichts- 
stérung auf. Sie auBert sich entweder nur darin, daB das Tier 
nicht gerade, sondern nur im Zirkel gehen kann, also eine Manége- 
bewegung, oder bei kriftiger Entwicklung des Symptomes so, 
daB das Tier gar nicht auf seinen FiiBen stehen kann. Es dreht 
sich nicht nur nach der einen Seite, sondern auch um seine Langs- 
achse, so daB die HinterfiiBe gegen den FuBboden, die Vorder- 
fiBe gegen das Dach gerichtet sein kénnen. Da das Tier gleich- 
zeitig die Beine immerfort lebendig bewegt, kommt es leicht dazu, 
da®B es sehr schnell iiber den FuBboden hinweg quer iiber das 
ganze Zimmer rollt. Solche Tiere leben, wie aus der Tabelle hervor- 
geht, oft mehrere Stunden und kénnen, wenn sie nicht durch 
Gegenstiinde in ihren Rollbewegungen gehindert werden, immer- 
fort bis zum Tode rotieren. Eins dieser Tiere, das ich in einem 
Kérbchen aufbewahrte, rotierte immerfort waihrend 3 Stunden; 
durch Kratzen an den unebenen Wanden des Kérbchens vermag 
es nimlich die Rotation zu unterhalten. Die Rotation erfolgt 
dabei bei dem einen Tier nach links bei dem anderen nach rechts, 
ohne daB ich die Ursache hierzu habe auffinden kénnen. Von 
821 und 823, welche beide Manégebewegungen nach rechts auf- 
wiesen, waren 821 in die linke, 823 in die rechte Carotis injiziert. 

Zusammen mit derGleichgewichtsstérung und viel- 
leicht als deren Ursache findet man auch regelmaBig 
Augenstérungen. Des 6fteren sieht man, daB das eine Auge 
nach oben oder nach vorne gerichtet ist, das andere dagegen 
nach unten oder nach hinten. Dies habe ich mit dem Namen 
Strabismus in der Tabelle bezeichnet. Zudem sah es aus, als ob das 
eine Auge dabei erblindet war, indem das Tier sich nicht zuriick- 
zog, wenn man dem einen Auge plétzlich Gegenstinde naherte, 
was es dagegen beim ahnlichen Vorgehen mit dem anderen Auge 
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tat. Auch in denjenigen Fallen, wo die Tiere wegen zu groBer 
Dosen Serum gelihmt waren und deshalb keine Gleichgewichts- 
stérung aufwiesen (524, 527, 768), trat doch der Strabismus auf. 

Bisweilen kommt auch Exophthalmus und ein 
Wegfallen des Cornealreflexes des einen Auges vor. 
Das habe ich indessen nur beim Serum 757 gesehen. Ob dies nur 
als eine Steigerung der Augensymptome aufzufassen ist oder 
als eine Eigentiimlichkeit des Serums 757, dazu kann ich mich 
jetzt nicht auBern. 

Von den gewéhnlichen anaphylaktischen Sympto- 
men sieht man entweder nichts oder jedenfalls sehr 
wenig. Krampfe kommen gar nicht vor; oft ist das Atmen 
ruhig bis zum Tode, eher langsam als schnell; einige Tiere (844, 
845) wiesen doch einen Atmungstypus auf wie bei der Ana- 
phylaxie. In Ubereinstimmung hiermit sehen wir auch, daB8 einige 
mit Lungenédem starben und bei der Sektion wurde dann Lungen- 
aufblihung gefunden, im allgemeinen aber scheint es, als ob die 
Tiere an Herzparese sterben und bei der Sektion sieht man 
weder im Gehirn noch in den iibrigen Organen makroskopische 
Veriinderungen, vielleicht einige kleine Haimorrhagien in den 
Lungen. 

Nachdem wir nun diesen eigentiimlichen Symptomenkomplex 
kennengelernt haben, bleibt die erste Frage: ist er spezifisch? 
Man muB namlich bedenken, da®B beim Meerschweinchen Gleich- 
gewichtsstérungen nicht allzu selten vorkommen. Ich habe mit- 
unter gesehen, wie z. B. nach groBen, aber nicht tédlichen Blut- 
entnahmen durch Herzpunktion die Tiere mehrere Umdrehungen 
machten, zweifelsohne eine Folge der Animie. Das ist aber immer 
ein schnell voriibergehendes Phinomen. 

DaB es hier eine spezifische Reaktion ist, sieht 
man aus den folgenden Tatsachen. Erstens daran, 
da8B normales Kaninchenserum (609) und normales 
Hammelserum (526) in groBen Dosen (von 1 ccm) keine 
ahnliche Wirkung haben, ebensowenig wie hochwertige 
Immunsera von Kaninchen (889, 959), darunter auch 
ein solches, welches heterologe Hammelhimolysine 
enthielt (959) und zweitens daran; daB gewéhnliche 
hammelhamolytische Seraund durch Meerschweinchen- 
organinjektionen erhaltene hammelhamolytische Sera 
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regelmaBig in geeigneten Dosen diesen Symptomenkomplex 
bewirken. 

Hierzu kommt noch, daB, wie darguf eingerichtete Absorptions- 
versuche lehrten, die hier wirksame Substanz von Meerschwein- 
chennierenemulsion zusammen mit dem anaphylaxieerregenden 
Stoff spezifisch absorbiert wird. 

Hier méchte ich auch auf die naheliegende Frage antworten, 
ob denn nicht was ahnliches bei der gew6hnlichen Anaphylaxie 
vorkomme. Zu diesem Zweck habe ich eine Reihe Meerschwein- 
chen mit Pferdeserum subcutan injiziert und 22 Tage spiiter mit 
Pferdeserum reinjiziert: Es erwies sich dann, daB die tédliche 
Dosis ganz dieselbe war, entweder sie intravendés 
oder in die Carotis zentralwirts gegeben wurde, daB 
die Symptome dieselben waren und da8B demnach bei 
der gewohnlichen Anaphylaxie durch intracarotale In- 
jektionen zentralwirts kein solches Symptomenkom- 
plex wie bei der umgekehrten Anaphylaxie hervorgerufen 
werden kann. 

Diejenige Substanz, welche bei der umgekehrten 
Anaphylaxie nach intracarotalen Injektionen das be- 
treffende Symptomenkomplex veranlaBt, entsteht 
folglich waihrend des Immunisierungsprozesses und 
ist fiir die genannten hammelhimolytischen Sera spe- 
zifisch. 

Ist diese Substanz denn identisch mit derjenigen, 
welche intravenés injiziert, den anaphylaktischen 
Schock bewirkt oder nicht? 

DaB der beschriebene Symptomenkomplex nie, weder nach 
intravenésen, noch nach in die linke Herzkammer gemachten 
Injektionen hammelhimolytischer Sera beobachtet wird, trotz- 
dem da8 man dabei 5—9 mal gréBere Dosen gibt, braucht nicht 
die Verschiedenheit der Substanzen zu beweisen. Dies kann 
namlich auch so erklart werden, daB bei den intracarotalen 
Injektionen die aktive Substanz gewisser Zellgruppen, welche den 
Symptomenkomplex beherrschen, in viel gréBerer Konzentration 
zugefihrt wird als von anderen Injektionsstellen her, und daB 
hierdurch das ganz andersartige Resultat herrihrt. 

Aber die Verschiedenheit scheint durch andere Umstande wahr- 
scheinlich zu sein. Zuerst méchte ich auf die Versuche 584 und 
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917 hinweisen. Hier sieht man, daB kein konstantes Verhiltnis 
zwischen der intravenés, akut tédlichen Dosis und der intra- 
carotal zentralwarts tétenden existiert. Beim Serum 570 (584) 
erliegt das Tier nicht einem Drittel der intravenés tédlichen 
Dosis, wihrend beim Serum 757 schon 1/, tétet. Waren die Sub- 
stanzen identisch, so miBte doch ein konstantes Verhiltnis 
zwischen ihnen bestehen. Und weiter: Bei der umgekehrten 
Anaphylaxie gelingt es leicht, wie schon oben ausfiihrlich erwihnt 
ist, eine deutliche Antianaphylaxie hervorzurufen, die ja am ein- 
fachsten dadurch zustande kommt, daB man eine untertédliche 
Dosis intravenés injiziert. Ein solches Tier, das mehr als 11/, mal 
die sonst akut tédliche Dosis symptomlos intravenés vertrigt, 
wiedersteht nicht besser als ein unbehandeltes Tier der tédlichen 
intracarotal zentralwirts gerichteten Injektion. Eine Anti- 
anaphylaxie gegen diese Injektion hat sich also nicht 
gleichzeitig mit dem Entstehen der tibrigen Anti- 
anaphylaxie entwickelt. Ebensowenig entsteht eine 
erhéhte Resistenz gegen die intracarotalen zentral- 
wirts gerichteten Injektionen durch doppelseitige 
Nierenexstirpation, welche, wie wir wissen, eine Un- 
empfindlichkeit gleich der Antianaphylaxie gegen die 
intravenésen Injektionen macht?). 

Nach alledem glaube ich bis auf weiteres, daB die- 
jenige Substanz, welche den besprochenen eigentim- 
lichenSymptomenkomplex veranlaBt, verschieden von 
der intravenés tédlichen Substanz und als eine neue 
Immunsubstanz aufzufassen ist. 

Von wo wird denn dies eigenartige Krankheitsbild 
ausgelést? 

Wahrscheinlich vom Kleinhirn, falls wir nimlich die ver- 
schiedenen Symptome auf ein Organ zuriickfiihren wollen. 
Es ist dabei nur auffallend, daB derselbe Symptomenkomplex 
nur ausnahmsweise und sehr unvollstindig nach Injektionen 
in die Carotis gehirnwirts sich entwickelt, wahrend er, wie gesagt, 
regelmaBig und bei allen den genannten hammelhimolytischen 
Sera hervortritt, wenn das Serum in die Carotis zentralwarts 
injiziert wird. Bei Lésung dieses Ritsels mu8 erst beriicksich- 
tigt werden, auf welchem Wege das Serum bei den intracarotalen 

1) Diese Zeitschr. 110, 147. 1920. 
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Injektionen zentralwirts dem Kleinhirn zugefiihrt wird. Wie 
ich oben schon gesagt habe, dachte ich im Anfang meiner Unter- 
suchung, von der Carotis aus das Serum hinunter in die Aorta 
zu pressen und mit einem sehr kraftigen Druck wire dies wahr- 
scheinlich méglich gewesen. Da ich aber hierbei so schwachen 
Druck benutzte, daB es 5—7 Sekunden dauerte um eine 1 com 
‘fassende Spritze zu injizieren, so kann das Serum so weit wie in 
die Aorta nicht kommen. Schon im Truncus begegnete die inji- 
zierte Fliissigkeit dem gewaltigen Blutstrom aus der Aorta und 
wird hierdurch mitgerissen. Steht dann die andere Carotis commun. 
offen, geht ein Teil durch diese, das iibrige durch Subclavia dextra 
und weiter durch Vertebralis nach oben; ist auch die andere 
Carotis commun. unterbunden, geht die ganze Masse in Subclavia 
dextr. und dann teilweise durch Vertebralis nach dem Kleinhirn. 
Wenn man die beiden Carotis commun. oben unterbindet und 
dann Serum zentralwirts in die eine Carotis commun. injiziert, 
so tritt ganz wie bei den anderen Injektionen in die Carotis zen- 
tralwiarts das beschriebene Krankheitsbild mit der Gleichgewichts- 
stérung usw. gleich ein. Dann sucht sich das Serum, wie oben 
gesagt, nach dem Kleinhirn durch die Vertebralis dextr. einen Weg. 

Bedenkt man nun, da$ das Kleinhirn vorzugsweise durch 
die Art. vertebr. mit Blut versorgt wird und daB bei Injektionen 
in die Carotis gehirnwiarts beinahe nichts, bei Injektionen in die 
Carotis zentralwarts weit mehr von der injizierten Flissigkeit 
als aus irgendeiner anderen Injektionsstelle durch Vertebralis dextr. 
emporgeht, so ist es wahrscheinlich, daB der eigenartige 
Symptomenkomplex, welcher nach Injektionen in die 
Carotis zentralwarts hervortritt, eben das Resultat 
davon ist, daB das toxische Serum in einer Konzen- 
tration wie sonst nie dem Kleinhirn und den da befind- 
lichen Zellgruppen zugefihrt wird, durch deren Reak- 
tion mit dem Serum der Symptomenkomplex dann 
ausgelést wird. 

Doch, noch ein anderer Faktor kann méglicherweise hinzu- 
kommen. Bei den Injektionen in die Carotis zentralwirts wird 
das Serum vor dem Einstrémen ins Kleinhirn mit groBen Blut- 
mengen, denen es in Truncus begegnet, vermischt, wihrend das 
gehirnwirts injizierte Serum nur allmahlich mit Blut in Berih- 
rung kommt, da es ja in die unten unterbundene Carotis nach 














Padersiblieied Staion. 





172 J. Forssman: 


oben hineingespritzt wird. Wenn nun das Blut eine aktivierende 
Einwirkung auf das Serum ausiibte, so wiirde das zentralwirts 
injizierte Serum, das gleich mit viel Blut vermischt wird, eine 
kraftigere Aktivierung erfahren, als das andere, gehirnwirts 
injizierte, was das verschiedene Resultat zwischen gehirnwarts 
und zentralwirts gemachten Injektionen erklaren kénnte. 

Beim Versuche festzustellen, ob wirklich die Blutmischung 
die genannte Bedeutung habe, habe ich es mehrmals so gemacht, 
daB ich die bestimmte Serummenge, z. B. 0,2 ccm, in die Spritze 
aufzog, dann die Spritze bis 1 ccm mit Blut aus der Carotis durch 
Aspiration fiillte, das ganze gut mischte und endlich in die Carotis 
gehirnwirts injizierte. In einem Falle habe ich dabei als Resultat 
Gleichgewichtsstérungen und Tod, aber keinen Strabismus mit 
einer Serumdosis bekommen, welche mit 0,8 proz. NaCl-Lésung 
bis 1 ccm aufgefillt, gar keine Symptome machte; in anderen 
Fallen aber habe ich nichts von Aktivierung gesehen. Da indessen 
diejenige Blutmenge, welche in dieser Weise mit dem Serum 
gemischt wird, klein im Vergleich mit dem Quantum, daB das 
Serum bei Injektion in die Carotis zentralwirts trifft, bedeuten 
diese Versuche nicht viel. +) 

Wenn es sich doch um eine Aktivierung der toxischen Sub- 
stanz durch im Blute befindliche Stoffe handelte, schien es mir 
angezeigt, von denjenigen Stoffen, welche vor anderen in Frage 
kommen kénnten, nimlich des Adrenalins und des Thyreoidins 

zu gedenken und habe ich deswegen gepriift, ob diese beiden 
Stoffe das Serum so zu verindern verméchten, daB es in die Carotis 
gehirnwirts injiziert dieselbe Wirkung bekommt wie in die Carotis 
zentralwirts. Das ist mir mit keinem dieser Stoffe gelungen, 
aber ich habe doch beim Adrenalin?) so bemerkenswerte Resultate 
erhalten, da ich sie hier in Tabellenform wiedergeben méchte. 
In dieser Tabelle sind nun Seruminjektionen mit oder ohne 
Adrenalinzusatz in die Carotis gehirnwirts und zentralwarts zum 
Vergleiche aufgestellt. Zuerst wurde Adrenalin ohne Serum in 


1) Ich brauche kaum zu sagen, da8, wenn man nur aspiriertes Blut 
ohne Serumzusatz in die Carotis gehirnwirts gibt, keine krankhaften 
Symptome dadurch hervorgerufen werden. 

2) Hier wie in meiner vorigen Arbe't ist die Merksche Adrenalin- 
lésung 1: 1000 angewandt und die unten angegebenen Adrenalindosen 
beziehen sich darauf. 
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die beiden Richtungen injiziert, um zu prifen, welche Dosen 
vertragen wurden. Es hat sich hierbei erwiesen, daB die Tiere 
ungefahr dieselben Dosen in die Carotis gehirnwirts und zentral- 
warts wie intravenés vertragen [vgl. diese Tabelle mit Tab. VI 
meiner vorigen Arbeit')]. 

Betreffs des Einflusses des Adrenalins auf die Serumwirkung 
bei intracarotalen Injektionen ist es aus der Tabelle ersichtlich, 
da8 es die Serumwirkung gar nicht herabsetzt; und in dieser Be- 
ziehung stimmt es mit den Ergebnissen der intravenésen Injek- 
tionen tiberein'). Dort hatte es auch keinen verstirkenden 
EinfluB auf das Serum. Dies sehen wir dagegen hier, vor allem 
bei den Injektionen in die Carotis zentralwirts. 

Die Tiere 893, 897, 898, 899 bilden eine Serie, welche mit 
derselben Serumverdiinnung mit oder ohne Adrenalinzusatz 
am selben Tage injiziert wurden und ganz so verhilt es sich 
mit einer anderen Reihe, die aus den Tieren 917—922 gebildet 
wird. Vergleichen wir nun 898 mit 899 und 917, 918 mit 919 
und 922, so sehen wir, daB in 899 0,003 cem Serum, d. h. ungefahr 
die Hialfte derjenigen Dosis, welche leicht vertragen (898) wird, 
durch Zusatz von nur 0,0008 Adrenalin das Tier mit den typischen 
Symptomen von Manége, Rollbewegung und Strabismus tétet. 
Und doch ist die zugefiigte Adrenalinmenge nur 1/,, der Adrenalin- 
menge, welche das Tier leicht iiberlebt. Ganz so oder noch deut- 
licher mit 919, wo das Tier nur */, der kaum tédlichen Serumdosis 
(917) und nur 4/, derjenigen Adrenalindosis bekam, welche ganz 
symptomlos vertragen wurde. Injiziert man das Adrenalin vor 
dem Serum, bekommt man besseren Effekt (922) als umge- 
kehrt (921). 

Wahrscheinlich liegen die Verhiltnisse ebenso bei den In- 
jektionen in die Carotis gehirnwarts. Hier habe ich ein wenig 
(zu) groBe Adrenalindosen benutzt, nicht so kleine wie bei den 
carotalen zentralwirts gerichteten Injektionen, und dies ist die 
Ursache, weshalb ich das Wort ,,wahrscheinlich“ oben eingescho- 
ben habe. Hier wurde nun durch Zusatz von 0,004 Adrenalin pro 
100 com Tier 0,01 pro 100 ccm Tier so verstarkt, da8 es, fiir sich 
selbst unwirksam (767), ebenso kriftig (772) wie die doppelte 
Dosis (766) wirkt. Das ist auch der Fall mit 0,015 Serum, das allein 
(894) injiziert keine Symptome gibt, aber sobald man 0,0035 

1) Diese Zeitschr 110, 155 1920. 
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Adrenalin pro 100 ccm Tier zusetzt, dieselben Symptome (895) 
wie die doppelte Dosis gibt. 

Hierdurch scheint es mir erwiesen, daB das Adre- 
nalin auch bei Seruminjektionen in die Carotis gehirn- 
warts, aber ganz besonders bei Seruminjektionen in 
die Carotis zentralwarts die Serumwirkung deutlich 
verstarkt, doch, wie schon oben gesagt, nicht so die 
Serumwirkung verindert, da8 das gehirnwiarts inji- 
zierte Serum durch Adrenalin dieselbe Wirkung be- 
kommt, wie man sie durch Injektionen von Serum 
allein zentralwarts regel maBig sieht. 

Bis auf weiteres scheint es mir deswegen wahrschein- 
lich, daB das verschiedene Resultat von den intra- 
carotalen Injektionen gehirnwiarts und zentralwirts 
aus der verschiedenen Verteilung der Injektionsflissig- 
keit durch die GefaiBe beruht, wie ich es oben niaher 
auseinandergesetzt habe. 

Endlich méchte ich die hauptsichlichen Ergebnisse dieser 
Untersuchung zusammenfassen: 1. Durch Injektionen von 
hammelhimolytischem Serum von Kaninchen in die Carotis 
commun. zentralwirts bei Meerschweinchen bekommt man ein 
neues, bisher nicht beobachtetes Krankheitsbild, das durch Gleich- 
gewichtsstérungen, Strabismus, bisweilen auch durch Exophthal- 
mus, aber im allgemeinen nicht durch anaphylaktische Symptome 
charakterisiert ist. 

2. Die so injizierten Tiere sterben nach viel kleineren Serum- 
dosen als nach intravenésen Injektionen. 

3. Dieser eigenartige Symptomenkomplex kommt wahrschein- 
lich dadurch zustande, daB bei intracarotalen Injektionen zentral- 
warts das Serum in erheblich gréBerer Menge durch die Art. 
verteb. dextra dem Kleinhirn zugefiihrt wird als bei Injektionen 
in Venen, Carotis gehirnwarts oder Aorta. 
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Kolloidstudien iiber den Bau der roten Blutkérperchen 
und iiber Himolyse. 


II. Ultramikroskopische Untersuchungen an Stromata. 


Von 


Ernst Salén. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M. 
Direktor: Prof. Dr. Bechhold.) 


(Hingegangen am 8. Juli 1920.) 


Uber die Komponenten der Stromata von roten Blutkérper- 
chen liegen sehr wechselnde Angaben vor. Die meisten Unter- 
suchungen ergeben, daB dieselben aus Lipoiden (Cholesterin, 
Lecithin) und einer eiweiBartigen Substanz bestehen; wir ver- 
weisen z. B. auf Hammarstens ,,Lehrbuch der physiologischen 
Chemie“, der unter den Eiwei8kérpern der Stromata auch ein 
Nucleoproteid erwihnt. Die Lipoide werden hauptsichlich in 
der auBeren Begrenzungsschicht angenommen. Durch die Unter- 
suchungen von Overton und Meyer wurde die wichtige Rolle 
der Lipoide als Bestandteile der Blutkérperchenstromata fest- 
gestellt. Durch die Arbeiten anderer Autoren (s. u. a. Pase ucci?), 
Neufeld u. Handel?) wird die Annahme der Gegenwart von 
Eiwei8 in den Blutkérperchenhillen sehr wahrscheinlich ge- 
macht, wie es auch von Héber®) hervorgehoben wird. 

Das Problem der Stromata wurde neuerdings von Bechhold 
und Kraus‘) einer erneuten Priifung unterzogen. Sie unter- 
suchten ultramikroskopisch die Einwirkung verschiedener che- 
mischer Agentien auf Blutkérperchen und Stromata. Die Ver- 
suche wurden mit gewaschenen Hammelblutkérperchen-Auf- 
schwemmungen im Reagensglas ausgefiihrt. Bechhold und 


1) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 6. 

2) Arbeiten a. d. Kais. Gesundheitsamt 28, 572. 1908, 
8) Physikal. Chemie d. Zellen u. Gewebe 1914, 8S. 426. 
4) Diese Zeitschr. 109, 226. 1920- 
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Kraus ziehen aus ihren Untersuchungen den Schlu§, daB die 
Hille eine eiweiBartige Komponente besitzt, und daB diese wahr- 
scheinlich eine netzférmige Struktur aufweist. 

Die nachstehenden Untersuchungen, welche auf Vorschlag 
des Herrn Prof. Bechhold vorgenommen wurden, bezwecken 
die Frage unter Verwendung einer teilweise anderen Methodik 
zu klaren. Einige Nachteile der bisher verwandten Methoden 
bestehen darin, da8 teils, bei den durch chemische Analyse 
gemachten Untersuchungen, Beimischungen von nicht von den 
Erythrocytenstromata stammenden EiweiSstoffen, Reste von 
weiBen Blutkérperchen und anderen geformten Elementen des 
Blutes nicht mit Sicherheit zu vermeiden sind; teils, daB es 
nicht méglich ist, die Veriinderungen, welche in den Blut- 
kérperchen bei ihrer Behandlung mit den verschiedenen chemi- 
schen Reagenzien vor sich gehen, kontinuierlich zu verfolgen. 
Um dies zu erreichen, erwies sich folgende Methodik als vorteil- 
haft: Auf gut gereinigte Objekttrager wurden in bekannter Weise 
diinne gleichmaBige Aufstriche von Menschenblut gemacht. 
Nach 1—2 Stunden Eintrocknen bei Zimmertemperatur wurden 
die Praparate durch Einlegen in hypotonische (0,3 proz.) Koch- 
salzlésung!) vollstandig himolysiert und nachher mit destilliertem 
Wasser rasch abgespiilt?). Die Blutkérperchen, sowohl im un- 
gefirbten als auch in dem nach Giemsa gefarbten Praparat, 
sind dann mikroskopisch nicht mehr sichtbar. Ultramikrosko- 
pisch sahen die Schatten im ungefirbten Priparat wie grauweife 
Ringe von BlutkérperchengréBe, mit ganz dunklem Innern aus. 
Im gefirbten Praparat traten die Schatten gegen den griinlich- 
violetten Hintergrund weniger deutlich hervor, wahrend bei 
Anwesenheit von Himoglobin, nach Farbung mit Giemsalésung, 
die ultramikroskopischen Bilder sehr verscharft zu werden pflegen. 


1) Die Himolysierung in destilliertem Wasser erwies sich als weniger 
zweckmiBig, weil nachher noch leuchtende Massen im Innern zu sehen waren. 

2) Wahrend der Hamolyse sieht man, da8 sich vom Rand konzentrisch 
ein leuchtender Ring ablést, sich zusammenzieht und schlieBlich ein leuch- 
tendes Kérperchen bildet. Am Schlu8 der Himolyse ist es verschwunden. 
Gegen die Annahme, da8 dies nur eine optische Erscheinung des quellen- 
den und entquellenden Blutkérperchens ist, spricht die Tatsache, dab 
jedes Stadium der beschriebenen Erscheinung sich durch FeCl, fixieren 
laB8t. Auch kann man im Anfangsstadium fadenférmige Verbindungen 
zwischen dem konzentrischen Ring und der Peripherie feststellen. 


Biochemische Zeitschrift Band 110, 12 
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Auf diese Art haimolysierte Priparate wurden auf folgende 
verschiedenen Weisen behandelt: 

1. mit Aceton (Cholesterinlésungsmittel) +/, Stunde. Danach 
traten die zirkuliren Schattenringe ultramikroskopisch bedeutend 
schwicher hervor, zeigten ein matteres Aussehen mit weniger 
scharfer Lichtbrechung. AuBerdem war eine schwache Punktie- 
rung derselben zu séhen. 

2. mit Saponinlésung (geht mit Lecithin und Cholesterin eine 
Verbindung ein) 1 : 1000 in 0,3proz. Kochsalzlésung wahrend 
20 Minuten. Nach dieser Behandlung bekamen die Schattenringe 
ein Aussehen ungefahr wie die mit Aceton behandelten; nur war 
die Punktierung der Peripherie deutlicher wahrnehmbar, mit etwas 
gréBeren und kraftigeren lichtbrechenden Pinktchen’). 

3. Wurde das saponinbehandelte Praiparat (2) mit Aceton 
nachbehandelt, so traten folgende Verinderungen in dem ultra- 
mikroskopischen Bilde ein: die Punktierung verschwand und die 
ganze Peripherie erlosch bis auf‘ein ganz diinnes peripheres Geriist, 
welches nur bei guter Einstellung bzw. Beleuchtung deutlich zu 
sehen war. Es erschien als schwachgraue, nicht punktierte, 
wie von diinnen Fasern zusammengesetztes, ringférmiges Gebilde, 
das sich nur ganz schwach gegen das dunkle Feld abhob. 

4. Wurde das himolysierte Praparat mit Alkohol behandelt, 
wodurch sowohl Lecithin als auch Cholesterin gelést und Eiwei8 
‘gefallt wird, so blieb ein zart punktiertes, hauptsdchlich an der 
Peripherie deutlich sichtbares, ringférmiges Gebilde zuriick. 


Um festzustellen, woraus diese, nach dem ultramikrosko- 
pischen Bild ganz minimalen Rickstinde der Erythrocytenstro- 
mata bestehen, wurden verschiedene so behandelte Priiparate 
teils mit Reagenzien, welche Eiwei8 fallen, teils mit solchen, 
die EiweiB lésen, behandelt. 

Von Bechhold und Kraus ist festgestellt, daB 1/, n-Essig- 
siurelésung mit einem Gehalt von Ferrocyankalium in Konzen- 


1) Wurde ein Pripardt in destilliertem, statt in 0,3 proz. Kochsalz- 
lésung hamélysiert und dann mit waesriger Saponiniésung behandelt, 
so bekamen die Schatten eine destruierte eckige Form, wobei die Ecken 
von helleuchtenden Kltimpchen gebildet waren. Durch Nachbehandlung 
mit Aceton konnten dieselben zum Teil zum Verschwinden gebracht und 
die vorherige rundliche Form wieder hergestellt werden. 
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trationen von 1/;5—1/s99000 Lecithin nicht falit'); dagegen werden. 
eiweiBartige Stoffe durch diese Lésung sofort gefallt. Yon einigen 
Aufstrichpriparaten, welche nach vollzogener Hamolysierung 
mit Saponin, wie oben geschildert, behandelt waren, wurde jetzt 
eines in Ferrocyankalium-Essigsiurelésung von obenerwahnter 
Konzentration 15 Minuten gelegt. Die Peripherien der Schatten 
traten jetzt sehr deutlich hervor; der vorher schwachgraue Ton 
war mehr kreideweiS geworden, von geringer Lichtbrechung; 
der Durchmesser der Ringe schien breiter geworden zu sein mit 
scharferen inneren und aufBeren Begrenzungslinien; die weiBe 
Substanz wie feinkérnig punktiert (so wie gefillte EiweiBsubstanz 
ultramikroskopisch zu erscheinen pflegt). Im Inneren waren jetzt 
hier und da einige unscharf begrenzte, schwach hervortretende 
grauweife Triibungen zu sehen. 

Zuletzt wurden solche mit Saponin-Aceton behandelten himo- 
lysierten Praparate der Einwirkung von Pepsin- und Trypsin- 
lésungen ausgesetzt. Nach zweistiindiger Aufbewahrung in Pepsin- 
lésung und dann 2'/, Stunden in Trypsinlésung war das zarte Netz 
ultramikroskopisch verschwunden; nur einzelne schwach hervor- 
tretende Piinktchen waren noch zu sehen. Nach weiterer 12stiin- 
diger Trypsinbehandlung waren auch diese letzteren nicht mehr 
wahrnehmbar. 

Das vorstehende gilt fir die Hauptmenge der roten Blut- 
kérperchen; quantitativ erhebliche Unterschiede waren nimlich 
festzustellen; hier und da war der gefillte Schattenriickstand 
nur ganz schwach sichtbar, in anderen Fallen wieder ungewéhnlich 
stark und grob hervortretend. 

Mikroskopisch treten die vorher nicht wahrnehm- 
baren Schatten, nach der Fallung durch Ferrocyankalium in 
Essigsiurelésung, als sehr schwach erscheinende rundliche Ge- 
bilde hervor, ohne da8 die Struktur hier niher zu beurteilen 
méglich wire. 

Aus obigen Versuchen ergibt sich folgendes: 

Nach Auslésung der lipoiden Bestandteile der Stromata bleibt 
ein feiner, faser- oder netzférmiger Ring; dieser Riickstand wird 
von eiweiBfallender Ferrocyankalium-Essigsiurelésung dahin ver- 
iindert, daB die Ringe schirfer und deutlicher hervortreten; 
die die Ringe bildende Masse erscheint dann als eine weife fein- 

1) §. auch Porges und Neubauer, Diese Zeitschr. 7. 1908. 
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kérnige Substanz. Weiter geht daraus hervor, daB der Riickstand 
durch Behandlung mit eiweiBlésenden Fermenten (Pepsin, 
Trypsin) vollstindig aufgelést wird. 

Der fragliche Riickstand besteht also aus einem in Wasser 
und physiologischer Kochsalzlésung unléslichen Proteid oder 
Nucleoproteid. Aus den ultramikroskopischen Beobachtungen 
geht weiter hervor, daB dieser Riickstand als ein sehr diinnes 
netzférmiges Gebilde erscheint; daB er durch Behandlung 
mit Ferrocyankalium-Essigsiiure oder Alkohol sich zu einer 
scharfer sichtbar werdenden, hellen, feinkérnigen Masse verdichtet. 
Es ist also anzunehmen, daB die proteide Substanz der 
Stromata vor der Behandlung mit Eiweiffillungsmitteln sich 
in gequollenem Zustand befindet, welcher keine sehr deut- 
liche ultramikroskopische Wahrnehmung zula8t und erst durch 
die Entquellung zur Erscheinung gebracht wird. 

Damit klart sich der Widerspruch zwischen mikro- 
skopischer Beobachtung und chemischer Analyse: Die 
fibrindsen Bestandteile der Stromata, welche den roten Blut- 
kérperchen ihre Gestalt geben, befinden sich in gequollenem 
Zustand, sie sind mikroskopisch nicht mehr wahrnehmbar und 
erweisen sich selbst ultramikroskopisch als ein nur wenig hervor- 
tretendes Gebilde, trotzdem sie auf Grund von Analysen Pas- 
cuccis #/, der Stromata ausmachen sollen. Sie treten erst bei 
starker Verdichtung durch geeignete Entquellungsmittel deut- 
licher in die Erscheinung. 


Die Mutarotation der Dextrose in Lésungen von sekun- 
direm Natriumphosphat. 


Von 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1920.) 
Mit 1 Abbildung im Text, 


In einer vorausgehenden Mitteilung') habe ich gezeigt, daB 
entgegen der Annahme von A. Lev y*) und E. Trey) der Muta- 
rotationsverlauf von Dextrose auch in anorganischen, alkalisch 
reagierenden Medien meSbar verfolgt werden kann, wenn man 
einerseits den geeigneten Stoff wahlt, und andererseits bei der 
Dosierung desselben mit der peinlichsten Sorgfalt vorgeht. 


Als geeigneter Kérper erwies sich das sehr rein darzustellende Natrium- 
karbonat. Die Konzentrationsbreite, innerhalb deren der Vorgang stu- 
diert wurde, erstreckte sich von 4/,9999n- bis */,9n-Natriumkarbonat- 
lésung. Bei +/,9999n-Lésung war eine minimale Beschleunigung der Re- 
aktion gegeniiber destilliertem Wasser zu beobachten, bei 1/,)n-Lésung 
war sie so gro8, daB innerhalb der zum Lésen usw. bendtigten Zeit von 
5 Minuten der ProzeB bereits sein Ende erreicht hatte. Die Geschwindig- 
keitskonstante betrug im ersten Falle 7,11 gegeniiber 6,73 beim destillierten 
Wasser. Die héchste Konzentration, die den Vorgang tiberhaupt meSbar 
zu verfolgen gestattete, war 1/;9)n-Natriumkarbonatlésung; die Geschwin- 
digkeitskonstante betrug in diesem Falle 93,1. 


Nach den Erfahrungen, die wir mit Natriumcarbonat gemacht 
hatten, war anzunehmen, da8 auch andere alkalisch reagierende, 
anorganische Stoffe sich fiir den gleichen Zweck eigneten. In erster 
Linie kam hierfiir das alkalisch reagierende sekundire Natrium- 
phosphat in Frage, dessen Einflu8 auf die Mutarotation der Dex- 
trose ich in Gemeinschaft mit Th. Képps studiert habe. 

Die zu den Versuchen verwendete Dextrose war ein ,,Purissi- 
mum wasserfrei‘‘-Praparat von E. Merck, das Natriumphosphat 
ein reinstes Kahlbaumsches Priparat und fiir den vorliegenden 

1) Diese Zeitschr. 106, 23. 1920. 


%) Zeitschr. f. physikal. Chemie 17. 1895. 
3) Zeitschr. f. physikal. Chemie 22. 1897, 
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Zweck nochmals gelést und unter 30° zur Krystallisation gebracht 
worden ; es hatte somit die Zusammensetzung Na,HPO, - 12 H,O. 
Zur Untersuchung des Drehungsriickganges bedienten wir uns eines 
Polarisationsapparates von Schmidt und Haensch mit. Kreisgradein- 
teilung und Nonius. Die Angaben fiir die absolute Drehung in den folgen- 
den Protokollen beziehen sich auf eine Rohrlinge von 189,4 mm. Zur 
allgemeinen Beurteilung sind die Werte auch auf die spezifische Drehung 
umgerechnet. Als Beleuchtungsquelle diente das Chlornatriumlicht. 

Die Versuche wurden in folgender Weise angestellt: Je 5 g 
Dextrose wurden in einem geeichten 100 ccm-Kolben in 60 bis 
70 cem des Lésungsmittels (Wasser oder Natriumphosphatlésung) 
unter rotierender Bewegung desselben gelést. Nach dem Auf- 
fiillen bis zur Marke wurde gut durchgemischt und die Lésung 
in das Rohr eingefillt. Die erste Ablesung erfolgte regelmaBig 
5 Minuten nach begonnenem Lésen, die weiteren anfangs in Zwi- 
schenraumen von 5 Minuten, die spiteren in gréBeren Zeitabstian- 
den, je nach der Geschwindigkeit des Rotationsriickganges. Zur 
Erzielung eines Endwertes wurde nach 24 Stunden nochmals 
abgelesen. Im iibrigen geschah die Bearbeitung der vorliegenden 
Frage unter Beachtung all der VorsichtsmaBregeln, die sich aus 
friiheren Versuchen als unerlaBlich ergeben hatten. 

Dies gilt namentlich hinsichtlich der Konstanz der Tempera- 
tur, der Abhaltung von Gasen aus der Laboratoriumsluft und der 
Verwendung von kohlenséurefreiem Wasser. Da die Kohlensiure 
mit Natriumphosphat nach der Formelgleichung 


Na,HPO, a+ co, a H,0 = NaHCO, a NaH,PO, 


reagiert, aus dem alkalisch reagierenden Natriumphosphat also 
saure Salze herstellt, die die Mutarotation beeinflussen wirden, 
wurde sowohl zur Bereitung der Ausgangslésung von Natrium- 
phosphat als zur Verdiinnung derselben nur Wasser verwendet, 
das dureh wiederholte Destillation tiber Siure und Baryt von 
alkalischen und sauren Beimengungen befreit worden war. 

Beziiglich der tibrigen Details der Arbeitsweise sei auf die 
friihere Veréffentlichung verwiesen. 

In den folgenden Protokollen bedeutet ¢ die Anzahl Minuten, 
die vom Beginn des Lésens bis zu der betreffenden Ablesung 
verstrichen sind, 7’ die Temperatur der Lésung (20,4°), a die 
absolute Drehung im 189,4-mm-Robr, &» die daraus berechnete 
spezifische Drehung, co den Endwert nach 24 Stunden. 
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Destilliertes Wasser. 
5 g Dextrose zu 100 ccm destillierten Wassers. 

- aD log b—log(b—2z) C 
20,4 108,2 — = 
20,4 S 104,0 34,4 6,88 
20,4 100,1 68,9 6,88 
20,4 96,62 102,1 6,81 
20,4 93,98 129,1 6,46 
20,35 90,82 163,6 6,54 
20,4 85,53 228,8 6,54 
20,4 j 80,78 296,9 6,60 
20,4 77,08 358,4 6,52 
20,4 73,39 430,1 6,62 
20,4 70,54 494,9 6,60 
20,4 67,58 574,0 6,75 
20,4 65,47 641,0 6,75 
20,4 63,36 720,1 6,86 
20,3 61,78 790,7 6,87 
20,4 59,66 907,2 6,72 
20,4 58,04 1021,9 6,59 
20,4 56,81 1140,4 6,52 
20,4 55,97 1273,0 6,53 
20,4 55,12 1377,7 6,41 
20,35 54,38 1544,0 6,60 
20,4 53,85 1720,2 6,74 
20,3 53,64 1817,1 6,61 
20,4 53,33 2021,1 6,85 
20,4 53,01 — — 
20,4 52,80 —_ — 

52,80 = — 


Mittel: 6,67 


®/ 9007 NagHPO, 4 12 H,0 
a ap logb—log(b—z) C 
10,15 107,2 _ -— 
9,75 103,0 35,12 
9,35 98,73 73,3 
9,00 95,04 109,8 
8,70 91,87 143,6 
8,40 88,70 180,3 
8,12 85,75 27,7 
7,85 82,89 256,9 
7,37 77,82 337,1 
7,00 73,92 410,8 
6,70 70,75 481,4 
6,45 68,10 550,4 
6,20 65,47 632,6 
6,00 63,36 711,8 
5,88 62,09 767,3 
5,73 60,51 848,5 
5,52 58,29 995,8 
5,38 56,81 1132,0 
5,30 55,96 1234,7 
5,20 54,91 1410,8 
5,12 54,07 1632,6 
5,08 53,64 1808,7 
5,00 52,80 _ 
5,00 52,80 — 


Mittel: 
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®/e99-NagHPO, ag 12 H,O 


Z a apn log b—log(b—a2) C 
20,4 10,00 105,6 _ — 
20,4 9,42 99,47 53,6 10,70 
20,4 8,98 94,83 99,09 9,91 
20,45 8,55 90,49 148,7 9,92 
20,4 8,15 86,06 200,7 10,00 
20,4 7,85 82,89 244,1 9,77 
20,4 7,50 79,20 301,0 10,00 
20,4 7,30 77,08 337,2 9,64 
20,4 7,05 74,45 382,7 9,68 
20,4 6,65 70,22 481,5 9,63 
20,4 6,30 66,52 585,0 9,75 
20,4 6,02 63,57 696,0 9,86 
20,6 5,85 61,78 769,6 9,62 
20,45 5,60 59,13 920,8 9,69 
20,4 5,35 56,49 1154,9 10,00 
20,4 5,20 54,91 1397,9 10,30 
20,4 5,12 53,85 1619,8 10,40 
20,4 5,07 53,54 1853,9 10,50 
20,4 5,02 53,33 — _ 

5,00 52,80 _ — 


Mittel: 9,96 


”/s99- Nag HPO, « 12 H,0 


T a _ @p logb—log(b—z) C 
20,4 9,90 104,5 _ _ 
20,4 9,30 98,20 56,12 11,20 
20,4 8,80 92,92 109,2 10,90 
20,4 8,30 87,65 169,6 11,30 
20,4 7,92 83,63 213,2 11,10 
20,45 7,60 80,25 271,4 10,80 
20,4 7,27 76,77 329,1 11,00 
20,4 6,98 73,71 387,1 11,10 
20,4 6,70 70,75 451,6 11,30 
20,35 6,33 66,84 554,8 11,10 
20,4 6,00 63,36 + 673,4 11,20 
20,4 5,80 61,25 765,2 10,90 
20,4 5,60 59,13 881,7 11,00 
20,4 5,35 56,43 1092,6 11,50 
20,4 5,20 54,91 1296,7 11,30 
20,4 5,10 53,85 1518,5 11,20 
20,5 5,05 53,33 1694,5 11,06 
20,5 5,00 52,80 1995,6 11,30 

4,95 52,27 _ _ 


Mittel: 11,13 








Mutarotation der Dextrose in Lésungen von Na,HPO,. 185 


"/ 1007 NagHPO, - 12 H,O 
T a ap log b—log(b—zx) C 
20,4 9,65 101,9 iin _— 
20,5 8,83 92,92 84,25 16,8 
20,4 8,20 86,59 162,30 16,2 
20,3 7,70 81,31 236,09 15,7 
20,35 7,20 76,03 325,03 16,2 
20,45 6,85 72,33 400,28 16,0 
20,4 6,50 68,64 491,36 16,3 
20,35 6,25 66,00 572,54 16,3 
20,4 6,05 63,89 646,3 16,1 
20,4 5,70 60,19 822,3 16,4 
20,35 5,48 57,87 986,2 16,4 
20,4 5,33 55,97 1148,9 16,4 
20,4 5,22 55,12 1325,1 16,5 
20,3 5,15 54,38 1491,3 16,5 
20,4 5,10 53,85 1667,5 16,6 
20,4 5,05 53,33 1968,5 16,4 
5,00 52,80 — _ 
Mittel: 16,3 


"/go-Na,HPO, - 12 H,O 

i a ap log b—log(b—z) C 
20,35 9,50 100,3 — — 
20,55 8,65 91,3 89,8 17,9 
20,5 7,90 83,42 188,2 18,8 
20,4 7,30 77,08 286,9 19,1 
20,4 6 85 72,33 379,2 18,9 
20,4 6,50 68,64 467,7 18,7 
20,4 6,20 65,47 564,1 18,7 
20,4 5,95 62,83 658,0 18,8 
20,4 5,70 60,19 783,0 19,5 
20,4 5,60 59,12 845,1 18,8 
20,4 5,45 57,55 959,0 19,2 
20,4 5,35 56,50 1055,9 19,2 
20,4 5,22 55,12 1226,7 18,8 
20,4 5,15 54,38 1357, 18,1 
20,4 5,07 53,85 1578,8 18,6 
20,4 5,05 53,33 1658,0 17,5 
20,4 5,00 52,80 1959,0 18,7 
4,95 52,27 


Mittel: 18,7 
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55 
65 
75 
85 
100 
120 
140 
160 
180 


t’ 


10 
15 


25 
30 
35 


45 
55 
65 
75 


100 
120 
140 
160 
180 


- 
20,4 
20,4 
20,4 
20,45 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,6 
20,45 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 


20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,45 
20,4 
20,4 
20,4 
20,35 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,5 
20,5 


H. Murschhauser: 


®/s99- NagHPO, - 12 H,O 
log b—log(b—x) C 


a 
10,00 
9,42 
8,98 
8,55 
8,15 
7,85 
7,50 
7,30 
7,05 
6,65 
6,30 
6,02 
5,85 
5,60 
5,35 
5,20 
5,12 
5,07 
5,02 
5,00 


aD 
105,6 
99,47 
94,83 
90,49 
86,06 
82,89 
79,20 
77,08 
74,45 
70,22 
66,52 
63,57 
61,78 
59,13 
56,49 
54,91 
53,85 
53,54 
53,33 
52,80 


53,6 
99,09 
148,7 
200,7 
244,1 
301,0 
337,2 
382,7 
481,5 
585,0 
696,0 
769,6 
920,8 
1154,9 
1397,9 
1619,8 
1853,9 


10,70 
9,91 
9,92 

10,00 
9,77 

10,00 
9,64 
9,68 
9,63 
9,75 
9,86 
9,62 
9,69 

10,00 

10,30 

10,40 

10,50 


9,96 


Mittel: 


®/s99- NagHPO, . 12 H,0 
log b—log(b—x) C 


a 
9,90 
9,30 
8,80 
8,30 
7,92 
7,60 
7,27 
6,98 
6,70 
6,33 
6,00 
5,80 
5,60 
5,35 
5,20 
5,10 
5,05 
5,00 
4,95 


aD 


* 104,5 


98,20 
92,92 
87,65 
83,63 
80,25 
76,77 
73,71 
70,75 
66,84 
63,36 
61,25 
59,13 
56,43 
54,91 
53,85 
53,33 
52,80 
52,27 


56,12 11,20 
109,2 10,90 
169,6 11,30 
213,2 11,10 
271,4 10,80 
329,1 11,00 
387,1 11,10 
451,6 11,30 
554,8 11,10 

+ 673,4 11,20 
765,2 10,90 
881,7 11,00 

1092,6 11,50 
1296,7 11,30 
1518,5 11,20 
1694,5 11,06 
1995,6 11,30 

Mittel: 11,13 
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* 
20,4 
20,5 
20,4 
20,3 
20,35 
20,45 
20,4 
20,35 
20,4 
20,4 
20,35 
20,4 
20,4 
20,3 
20,4 
20,4 


T 
20,35 
20,55 
20,5 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 


®/ 100° NagHPO, s 12 H,0 
log b—log(b—x) C 


a 
9,65 
8,83 
8,20 
7,70 
7,20 
6,85 
6,50 
6,25 
6,05 
5,70 
5,48 
5,33 
5,22 
5,15 
5,10 
5,05 
5,00 


aD 

101,9 
92,92 
86,59 
81,31 
76,03 
72,33 
68,64 
66,00 
63,89 
60,19 
57,87 
55,97 
55,12 
54,38 
53,85 
53,33 
52,80 


84,25 
162,30 
236,09 
325,03 
400,28 
491,36 
572,54 
646,3 
822,3 
986,2 

1148,9 
1325,1 
1491,3 
1667,5 
1968,5 


Mittel: 


16,3 


"/39-NagHPO, 7 12 H,0 
log b—log(b—x) C 


a 
9,50 
8,65 
7,90 
7,30 
6 85 
6,50 
6,20 
5,95 
5,70 
5,60 
5,45 
5,35 
5,22 
5,15 
5,07 
5,05 
5,00 
4,95 


aD 

100,3 

91,3 
83,42 
77,08 
72,33 
68,64 
65,47 
62,83 
60,19 
59,12 
57,55 
56,50 
55,12 
54,38 
53,85 
53,33 
52,80 
52,27 


89,8 
188,2 
286,9 
379,2 
467,7 
564,1 
658,0 
783,0 
845,1 
959,0 

1055,9 
1226,7 
1357,0 
1578,8 
1658,0 
1959,0 


Mittel: 


18,7 


16,8 
16,2 
15,7 
16,2 
16,0 
16,3 
16,3 
16,1 
16,4 
16,4 
16,4 
16,5 
16,5 
16,6 
16,4 


17,9 
18,8 
19,1 
18,9 
18,7 
18,7 
18,8 
19,5 
18,8 
19,2 
19,2 
18,8 
18,1 
18,6 
17,5 
18,7 
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"/so- Na,HPO, . 12 H,O 
log b—log(b—zx) C 


a 
9,40 
8,50 
7,65 
7,10 
6,70 
6,30 
6,00 
5,75 
5,55 
5,43 
5,32 
5,25 
5,15 
5,10 
5,02 
5,00 
4,95 


ap 
99,26 
89,96 
80,78 
74,97 
70,75 
66,53 
63,36 
60,72 
58,61 
56,70 
56,18 
55,44 
54,38 


. 53,85 


53,33 
52,80 
52,27 


98,1 
217,0 
315,9 
405,3 
518,0 
627,2 
745,3 
835,5 
967,1 

1080,2 
1171,2 
1347,3 
1472,3 
1803,3 
1949,4 


Mittel: 


®/49-Na,gHPO, . 12 H,O 
log b—log(b—x) C 


a 
9,20 
8,15 
7,30 
6,80 


aD 
97,15 
86,06 
77,09 
71,81 
67,58 
63,36 
60,72 
58,08 
56,49 
55,44 
54,9} 
53,85 
53,01 
52,80 
52,27 


123,2 
257,3 
361,2 
476,1 
607,2 
725,3 
888,0 
1026,5 
1151,3 
1230,9 
1452,3 
1783,3 
1929,4 


19,6 
21,7 
21,0 
20,2 
20,7 
20,9 
21,2 
20,9 
21,4 
21,6 
21,3 
20,7 
19,6 
20,0 
20,4 


20,7 


- 


- 


- 


24 
25 
24 
23, 
24, 
24 
25 
25 
25 
25 
24 


. 


or BO > > S Go = Go GO ID 


bo bo 
orion 
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al 


Mittel: 25,0 


2/s9-Na,HPO, « 12 H,O 
log b—log(b—z) © 


a 
8,90 
7,72 
6,85 
6,30 
5,90 
5,65 
5,40 
5,25 
5,15 
4,95 


ap 
93,98 
81,31 
72,33 
66,53 
62,35 
59,66 
57,02 
55,44 
54,40 
52,27 


154,1 
317,8 
466,2 
618,9 
818,5 
943,3 
1119,5 
1295,6 


Mittel: 


30,8 
31,8 
31,1 
30,9 
31,2 
31,4 
31,9 
32,4 


31,4 
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. 


20,4 
20,4 


20,35 


20,4 
20,4 


®/99-NagHPO, - 12 H,O 
a ap logb—log(b—zx) C 
8,55 90,29 < = 
7,25 76,56 194,5 38,9 
6,40 67,58 394,9 39,5 
5,90 62,30 578,6 38,6 
5,55 58,61 778,1 38,9 
5,32 55,97 988,7 39,5 
5,20 54,91 1168,4 38,9 
5,10 53,85 1380,2 39,5 
5,00 52,80 sti 
5,00 52,80 — a 
4,95 52,27 ab one 
Mittel: 39,1 


*/o" Na,HPO, - 12 H,O 

“ op logb—log(b—x) C 

7,70 81,31 _ 
6,33 67,05 61,5 
5,60 59,13 65,3 
5,30 55,96 63,6 
5,15 54,38 62,7 
5,07 53,33 63,4 

5,00 52,80 — 

5,00 52,80 — 

5,00 52,80 _— 

5,00 52,80 sor ~~ 
Mittel: 63,3 


«/,-NasHPO, - 12 H,O 

a ap logb—log(b—x) C 
7,30 77,08 — — 
5,95 62,83 384,0 76,9 
5,30 55,97 827,0 82,7 
5,10 ° 53,85 1195,0 79,7 
5,00 52,80 1672,0 83,6 
4,95 52,27 o _— 
4,95 52,27 — — 


Mittel: 80,7 
«/,-Na,HPO, - 12 H,O 
a ap logb—log(b—zx) C 
6,50 68,64 ~~ wi 
5,35 56,49 588,27 117,6 
5,05 53,33 1190,33 119,0 
5,00 52,80 1491,36 _ 
4,95 52,27 — o 
Mittel: 118,3 


"/,-Na,HPO, . 12 H,O 
¥ a ap 
20,4 5,65 59,66 
20,4 5,00 52,80 
20,4 4,95 52,27 
20,4 4,95 §2,27 
— 4,95 52,27 
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H. Murschhauser: 


/,-NagHPO, . 12 H,0 
v T ap 
5 20,4 5, 52,80 
10 20,5 4, 51,74 
20,4 4, 51,74 
4, 51,74 


15 
oo —_— 


Nach den analytischen Befunden itibt das Natriumphosphat 
einen abhnlichen Einflu8 auf den Drehungsriickgang frisch berei- 
teter Dextroselésungen aus wie das Natriumcarbonat. Seine Wir- 
kung besteht darin, da8 es die Mutarotation rein wasserigen Lé- 
sungen gegentiber beschleunigt, und zwar um so mehr, je héher 
der Salzgehalt der Lésung ansteigt. Bei wisseriger Dextrose- 
lésung werden 5, 10 und 20 Minuten nach begonnenem 
Lésen Drehungen von 108,2°, 104.0 bzw. 96,62° erzielt. 
Enthalt die Lésung dagegen beispielsweise ®/,9,-Aquivalent 
Natriumphosphat, so geht die Rotation nach denselben Zeiten 
auf 105,6, 99,5 bzw. 90,5° und bei einem Gehalt von %/,,-Aqui- 
valent des Salzes auf 99,6, 89,96 bzw. 74,97° zuriick. 1/1999 Aqui- 
valent Na,HPO, beschleunigt den Vorgang gegeniiber der wisseri- 
gen Lésung so geringfiigig, daB diese Menge die unterste, experi- 
mentell zu ermittelnde Grenze fir die Salzkonzentration dar- 
stellen diirfte. Als héchste Grenze wurde diejenige Konzentration 
aufgesucht, bei der die Mutarotation innerhalb der zum Lésen 
usw. bendtigten Zeit von 5 Minuten ihren AbschluB gefunden 
hatte. Diese Konzentration ist 1/,-n-Na,HPO,. 

Recht tibersichtlich 14Bt sich der Mutarotationsverlauf der 
wasserigen und natriumphosphathaltigen Dextroselésungen durch 
eine graphische Wiedergabe zeigen. 

Tragt man die Werte fiir den Reaktionsverlauf in Millimeterquadrat- 
netzpapier ein mit der Zeit als Abszisse, den Zahlen fiir die Drehung als 
Ordinaten, so prisentiert sich die Mutarotation als ein ProzeB, der in 
Kurven abliuft und anscheinend villig gesetzmaiSig durch Natrium- 
phosphat beeinflu8t wird. Diese Kurven verlaufen um so steiler und werden 
um so kiirzer, je mehr die Salzkonzentration erhéht wird. Wenn der Ein- 
flu8 des Natriumphosphats in einer mit der Konzentration des Salzes 
zunehmenden Beschleunigung der llutarotation besteht, so miissen die 
Kurven um so tiefer ansetzen, je héher der Salzgehalt der Lésung ist, 
und schlieBlich mu8 bei einer bestimmten Konzentration die erste Ab- 
lesung 5 Minuten nach begonnenem Lésen mit der Abszisse zusammen 


fallen, 
Um nun einerseits die GesetzmaBigkeit des Vorgangs zu demonstrieren, 
und um andererseits den Einflu8 der Konzentration des Natriumphosphats 
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auf die Geschwindigkeit der Mutarotation der Dextrose zahlenmiaBig 
darzustellen, logarithmieren wir das Winkelverhaltnis zwischen dem ge- 
samten durchlaufenen Winkel und der Differenz zwischen diesem und 
dem zur Zeit durchlaufenen Winkel x nach der von Wilhelmy fir Re- 
aktionen erster Ordnung aufgestellten Formel : 


log Re ie =c¢-ft 
Eee! 
b 
und lésen die Gleichung nunmehr nach ¢ auf. Wir erhalten dann die Werte 
fiir die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion bei den verschiedenen 
Salzkonzentrationen; diese nehmen die Vertikalreihe C in den vorstehenden 
Protokollen ein. 

Die Ubereinstimmung der einzelnen Glieder innerhalb einer 
bestimmten Konzentration deutet daraufhin, daB die Mutarotation 
der Dextrose auch in Lésungen von sekundirem Natriumphosphat 
nach dem Gesetz fiir Reaktionen erster Ordnung verlaiuft. Ein 
Vergleich der Mittelwerte fir die Geschwindigkeitskonstanten 
bei den verschiedenen Lésungen zeigt uns andererseits den Ein- 
flu8 der Salzkonzentration auf den Grad der Beschleunigung. 

Zur raschen Orientierung sind in der folgenden Tabelle die 
Konzentrationsverhiiltnisse von Natriumphosphat mit den Ge- 
schwindigkeitskonstanten und der zu diesen gehérigen Anzahl 
Minuten zusammengestellt, die vom Beginn des Lésens bis zur 
Erreichung eines gemeinschaftlichen Drehungswertes (5,1°) ver- 
strichen sind. 

Na,HPO,-Lésung. 
H,0"/1900"/s00 "/s00 "/100 "/s0 "/eo "/s0 "/s0 "a0 "io 2 Va 
c= 6,67 7,34 9,96 11,13 16,3 18,7 20,7 25,0 31,4 39,1 63,3 80,7 118,3 
Min.bis 260 230 170 140 105 87 80 65 50 40 28 20 14 


reichg. 
der Dre- 
hung 5,1° 


Die Geschwindigkeitskonstante steigt, die Reaktionsdauer 
fallt mit der Erhéhung des Salzgehaltes. Um aufzufinden, ob 
irgendeine gesetzmaBige Beziehung zwischen der Salzkonzentration 
und der Geschwindigkeitskonstante des Rotationsriickganges be- 
steht, tragen wir die Werte fiir die letztere als Ordinaten in ein 
Millimeterquadratnetzpapier ein und wihlen als Abscisse die 
Salzkonzentration. Der Theorie nach erwarten wir eine sehr 
schwach parabolisch gekriimmte Kurve; aus der graphischen 
Darstellung entnehmen wir, daB die Geschwindigkeitskon- 
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stante praktigch geradlinig mit der Konzentration der 
Lésung an Natriumphosphat ansteigt. 

Wir haben beim Natriumcarbonat bereits die Tatsache fest- 
gestellt, daB die Geschwindigkeitskonstante des Mutarotations- 
verlaufs mit der Konzentration des Salzes annihernd geradlinig 
ansteigt. Um die Wirkung dieser beiden Salze auf die Anderung 
der Geschwindigkeitskonstante quantitativ miteinander ver- 
gleichen zu kénnen, excerpieren wir aus beiden Untersuchungs- 
reihen diejenigen Konzentrationen, bei denen sich die Konstanten 
annihernd decken. 

Na,CO, ®/s000 ™/s000 ™/s000 ®/ 1000 

C= 7,32 9,32 24,4 50,5 

Na,HPO, = "/1000 */¢00 */s0 ”/,; (konstruiert) 
C= 7,34 9,96 25,0 51 

Die Geschwindigkeitskonstanten der Mutarotation sind dem- 
nach fiir 4/1999 n-NagHPO, und 1/,999n-Na,CO;, ferner fiir 4/,99 n- 
Na,HPO, und %/go99n-Na,CO;, fiir 1/49n-Na,HPO, und 4/y99,n- 
Na,CO, und schlieBlich fiir 4/,,n-Na,HPO, und 14/199)n-Na,CO, 
annihernd dieselben. 


Aus einem Vergleich der Konzentrationsverhiltnisse der 
Lésungen beider Salze mit gleichem O-Wert geht hervor, daB die 


Dextrose gegen Natriumcarbonat viel empfindlicher ist als gegen 
Natriumphosphat. Des ferneren erhellt daraus die Tatsache, 
daB der Anstieg der Geschwindigkeitskonstante mit der Konzen- 
tration des Salzes beim Natriumcarbonat viel starker ist als beim 
Natriumphosphat. 

Bei dem gemeinschaftlichen C von 7,32 ist das Aquivalenz- 
verhiltnis von Na,CO,:Na,HPO,= 1:7; bei einem C von 
9,3 baw. 9,96 ist das Aquivalenzverhiltnis von Na,CO, : Na,HPO, 
= 1:10; bei einem C von 24,4 bzw. 25,0 ist das Aquivalenzver- 
haltnis von Na,CO, : Na,HPO, = ca. 1 : 50; bei einem C von 
50,5 bzw. 51 ist das Aquivalenzverhiiltnis von Na,CO, : Na,HPO, 
=ca. 1:77. 

Die Gerade, die wir, aus den Geschwindigkeitskonstanten 
der Mutarotation der Dextrose unter dem EinfluB steigender 
Mengen von Natriumearbonat konstruieren, steigt demnach viel 
steiler an, als dies beim Natriumphosphat der Fall ist. 

Beide Gerade bilden nun mit der Horizontalen Winkel ver- 
schiedener GréBe. Diese Winkel diirften, da die Anderung der 
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Mutarotation in alkalisch reagierenden Medien auf mehr oder 
minder starke hydrolytische Spaltung der alkalisch reagierenden 
Salze zuriickzufiithren ist, ein Ma® fiir den Verlauf der hydroly- 
tischen Dissoziation von Salzen unter wechselnden Konzentrations- 
verhaltnissen darstellen. 

Die Dissoziationsverhaltnisse zweier verschiedener Salze in 
wechselnden Konzentrationen wiirden sich demnach unter Zu- 
grundelegung eines einheitlichen Mafstabes durch die Beziehungen 
ihrer WinkelgréBen miteinander vergleichen lassen. 

In dem vorliegenden Falle ist dies versuchsweise geschehen : 

Die Geschwindigkeitskonstanten der Mutarotation sind als 
Ordinaten in ein Millimeterquadratnetzpapier eingetragen worden, 
so zwar, daB jedes Millimeter zwei Einheiten entspricht; die Ab- 
scisse reprasentiert die Salzkonzentration: jeder Millimeter ent- 
sprechend 2 mg Salz. Wir erhalten alsdann fiir das Natrium- 
carbonat einen Winkel von 42°8’, fiir das Natriumphosphat 
einen solchen von 0°53’ 4). 

Es mu8 weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, ob 
die aufgefundenen Beziehungen zwischen der Konzentration des 
Katalysators und den Geschwindigkeitskonstanten der Muta- 
rotation sich als Grundlage fiir eine vergleichende Darstellung 
des Hydrolysegrades von alkalisch reagierenden Salzen in wech- 
selnden Konzentrationen verwerten lassen. Zur Entscheidung 
dieser Frage miissen die beschriebenen Versuche erweitert und 
durch Leitfihigkeitsbestimmungen erginzt werden. 

1) Die Winkelberechnung fiir den Hydrolyseverlauf erfolgte aus den 
Katheten. Es ergab sich fiir Na,CO,: 

log 17,1 = 1,23300 

log 18,9 = 1,27646 

logtgB = 9,95654-° 
der Winkel betrigt demnach ~ = 42°8’. 

Da nun cosf, 60 mal so groB als cosf, so ergibt sich fiir Na,HPO,: 

log cos 8 = 0,87016-* 

log 60 = 1,77815 

log cos B, = 1,64831 

und 

log sin B = 0,82663 -' 

log cos f, = 1,64831 
log tgB, = 0,17832-2 

Der Winkel fiir Na,HPO, betriigt 0°52’. 





Die dritte Vergiirungsform des Zuckers als allgemeine 
Folge der Dismutationswirkung anorganischer und orga- 
nischer Alkalisatoren. 


Von 
Carl Neuberg und Werner Ursum, 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi- 
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Allgemeine Verhiltnisse. 


Bis vor kurzem war nur eine Art der Spaltung von Zucker 
dureh Hefe bekannt, die gewéhnliche alkoholische Garung. 

Sie ist in ihrem quantitativen Verlaufe schon 1815 von Gay-Lussac 
im wesentlichen richtig erkannt. Im Jahre 1828 beseitigten Dumas 
und Boullay einen kleinen Fehler, welcher der Ga y-Lussacschen Formu- 
lierung noch anhaftete; er betraf die Zusammensetzung des Rohrzuckers, 
die Gay-Lassac und Thénard irrigerweise durch die Formel C,,H,,0,, 
ausgedriickt hatten, waihrend ihm tatsichlich die um 1 Molekiil Wasser 
armere, C,,H,.0,,, zukommt. Bezieht man die alkoholische Zuckerspaltung 
auf die Monosaccharide, aus denen sich der Rohrzucker aufbaut, so lautet 
die richtige Gleichung fiir den gewdhnlichen Girakt: C,H,,0, = 2 CO, + 
2C,H;-OH . 

Die iibliche Formulierung der alkoholischen Zuckerspaltung 
sagt nun nicht das geringste aus tiber die Vorgiinge, die sich bei 
diesem eigentiimlichen ProzeB abspielen. 

Um Einblicke in die ersichtlicherweise erforderlichen Trans- 
formationen zu gewinnen, die am Zuckermolekiil vor seiner 
Auflésung in die Girungsendprodukte einsetzen miissen, haben 
Neuberg und Fiarber*) zuerst Methoden angegeben, willkiir- 
lich Abweichungen im Géarungsverlauf hervorzurufen und so 
Anhaltspunkte fiir die zu erwartenden Zwischenstufen zu erzielen. 
Auf Grund theoretischer Uberlegungen und rein chemischer Er- 
fahrungen bedienten sie sich der Zusitze verschiedener 
schwach alkalisch reagierender Substanzen, Denn 
von den Alkalien ist bekannt, da8 sie in vitro eine Depolymeri- 
sation der 6-Kohlenstoffkette herbeifiihren, indem je nach den 
Bedingungen Methylglyoxal oder Milchsiure erhalten werden 

3) © Neuberg und E. Farber, Diese Zeitschr, 78, 238, 1916. 
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kénnen; umgekehrt bewirken ja auch Basen die Aldolkonden- 
sation von Zuckern der 3-Kohlenstoffreihe zu Hexose. 

Als Folge des Zusatzes alkalisch reagierender 
Salze hatten Neuberg und Farber sehr wesentliche 
Veranderungen unter den Vergirungsprodukten 
des Zuckers festgestellt. Trotz vélliger Aufteilung des Kohlen- - 
hydrats blieb beispielsweise die Alkoholausbeute erheblich hinter 
der Norm zuriick, die rund die Halfte der angewandten Zucker- 
menge, theoretisch 51,11%, betrigt; auch die Kohlensiure- 
bildung war entsprechend vermindert. An Stelle der typischen 
Garungserzeugnisse traten in vermehrtem Mae andere Substan- 
zen auf, die fiir gewohnlich nur sparlich vorhanden sind, nimlich 
Acetaldehyd und Glycerin. 

Diese Ergebnisse waren im Jahre 1916 beschrieben. Die gesteigerte 
Glycerinerzeugung auf dem Girungswege unter Benutzung ganz eben- 
solcher Alkalisatoren, wie Neuberg und Farber (1. c.) angefihrt 
hatten, ist nach einer 3 Jahre spiter erschienenen Mitteilung') dann 
auch in Amerika vorgenommen worden. Uber die von Neuberg und 
seinen Mitarbeitern erkannten theoretischen Zusammenhinge enthilt das 
betreffende Referat des Chem. Centralbl.') keinerlei Angabe. 

Die genauere Verfolgung jener von Neuberg und Farber 
gemachten Feststellungen ergab, daB man zwei Gruppen von 
alkalisch reagierenden Salzen unterscheiden muB. 
Zwar zeigte sich, daB alle einsetzenden Verinderungen dar- 
auf beruhen, daB die zugefiigten Alkalisatoren an der Stufe des 
Acetaldehyds angreifen, der gemaéB der von Neuberg im Jahre 
1913 aufgestellten sog. ,,Acetaldehyd-Brenztraubensiure- 
Theorie der Garung“ ein Durchgangsglied bildet. Aber dieser 
intermediiir auftretende Acetaldehyd kann sich gegen die an- 
gewendeten Mineralstoffe durchaus verschieden verhalten. 

C. Neuberg und E. Reinfurth*) haben ermittelt, daf 
die alkalisch reagierenden sekundiren schwefligsauren Salze 
den Acetaldehyd einfach abfangen und ihn in Form des wohl- 
bekannten Acetaldehyd-Sulfit-Komplexes festlegen. Daher hat die- 
ses Verfahren der Garungsabinderung, das sich der Sulfite zur Al- 
dehydfixierung bedient, den Namen ,,A bf ang methode“ erhalten. 

Anders geartet ist die Wirkungsweise der tibrigen alkalisch 

1) Ch. C. 1919. IV. 460. 

2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365 und 
92, 234. 1918. 





als allgemeine Folge anorganischer und organischer Alkalisatoren. 195 


reagierenden Verbindungen. Diese sind nicht mit einem solchen 
spezifischen Bindungsvermégens fiir den Aldehyd ausgestattet, wie 
die schwefligsauren Salze, das auf einer rein chemischen Attraktion 
beruht; sie greifen vielmehr in das biochemische Getriebe; in 
den Reigen der Enzyme, wihrend des Giraktes ein. Ihre Ein- 
wirkung spielt sich ebenfalls am Acetaldehyd ab und kommt fol- 
gendermaBen zu stande: 

Im Jahre 1913 hatten Neuberg und Kerb’) dargetan, daB 
Acetaldehyd in Berithrung mit Hefe verschwinden und in Essig- 
siure sowie Athylalkohol tibergehen kann. Zu dem gleichen Er- 
gebnis kam in dem darauffolgenden Jahre auch 8. Kostytschew. 
Das heiBt: Die Hefe ist imstande, Acetaldehyd gemaB der Can niz- 
zaroschen Reaktion sehr glatt umzulagern, ein Verhalten, das um 
so bemerkenswerter ist, als die von Neuberg und Farber ver- 
wendeten schwachen Alkalisatoren bekanntlich an sich diese 
Reaktion nicht herbeifiihren, indem sie unter den obwaltenden Ver- 
haltnissen den Acetaldehyd zumeist unverandert lassen oder héch- 
stens zu Aldol, Crotonaldehyd bzw. Aldehydharz kondensieren.*) 
Diese Disproportionierung des Acetaldehyds durch die Hefe ist 
demzufolge ein enzymatischer Proze8 und gerade ihn katalysieren 
die zugefiigten Mineralstoffe. Eine solche Mutasefunktion ist 
uns eine bei verschiedenen Zellarten gelaiufige Erscheinung. Dab 
sich auch diese ihre Wirkung auf den bei der Garung inter- 
mediaér entstehenden, jeweils nur in geringer Kon- 
zentration vorhandenen Acetaldehyd erstreckt, 
haben sodann Neuberg und Hirsch®) gezeigt und das darauf 
beruhende Verfahren zum Eingriff in die Zuckerspaltung durch 
Hefe als ,,Dismutationsmethode“ bezeichnet. 

Sowohl beidem A bfangsverfahren als bei der Dismutations- 
methode wird ersichtlicherweise der Acetaldehyd in Mitleidenschaft ge- 
zogen: im ersten Fall wird er an schwefligsaure Salze als ein Komplex ge- 
kettet, im letzten Falle wird er der Dismutation unterworfen. War also die 


»,Acetaldehyd-Brenztraubensiure-Theorie der Garung“ richtig, laut welcher 
beim Zuckerabbau die Stufe des Acetaldehyds durchlaufen wird, so muBte 
1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 58, 158. 1913. 

2) Die Aldolisierung verliuft nach A. Lieben (M. 22, 289, 1901) 
soviel schneller als die Cannizzarierung, daB letztere selbst mit starker 
KOH nur zu 5% eintritt. — Anm. b. d. Korrekt. Denselben Befund 
hat jingst H. Hammarsten (A. 420, 264, 1920) erhoben, 

3) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175 und 100, 304. 
1919; dort auch die tibrige hierher gehérige Lite: xtur. 

13* 
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jede wie auch geartete Eliminierung dieses Produktes noch andere Folgen 
nach sich ziehen, Der Acetaldehyd stellt nimlich im Vergleich zu dem 
um 2 Wasserstoffatome reicheren Athylalkohol ein O x ydationserzeugnis 
dar. Wenn ein solches irgendwie aus der Reihe der Umwandlungsprozesse 
beim Garakt herausgefiihrt wird, so muB eine entsprechende Reduk- 
tionsleistung nachweisbar sein. Drei Méglichkeiten waren vorhanden: 
Entweder konnte der Wasserstoff, der infolge Fixierung des Durchgangs- 
gliedes Acetaldehyd verfiigbar wird, gasférmig entweichen oder er konnte 
gegebenenfalls eine Desoxydation der zugefiigten Alkalisatoren zuwege 
bringen oder schlieBlich sich irgendwie am Zuckermolekiil oder seinen 
Spaltungsprodukten betitigen. 

Die letzte der drei Wirkungsweisen greift Platz: Der bewegliche Wasser- 
stoff erfaBt einen Zuckeranteil und reduziert ihn zu Glycerin. Bei dem 
volikommenen Parallelismus, der zwischen den Oxydationen und Reduk- 
tionen am Zuckermolekiil abwalten muB, stehen auch Acetaldehyd sowie 
seine Dismutationsprodukte in absoluter Korrelation zum Glycerin. Die 
genauen Analysen haben ergeben, daB beim ,,Abfangverfahren‘‘ Acet- 
aldehyd und Glycerin ‘stets in molekularem Verhiltnis auftreten und daB 
bei der ,,Dismutationsmethode“, bei der Vergiirung in Gegenwart einfacher 
alkalischer Salze, auf je 1 Molekiil der beiden Disproportionierungs- 
gebilde Essigsiure und Alkohol 2 Mol. Glycerin vorhanden sind. Dieses 
Verhaltnis herrscht deshalb, weil ja urspriinglich 1 Molekiil Acetaldehyd 
und 1 Molekiil Glycerin aiquivalent sind und dann erst 2 Molekiile Acet- 
aldehyd, denen 2 Mol. Glycerin entsprechen, die Cannizzarierung zu Essig- 
siure und Athylalkohol erfahren. 

Es ist nun leicht verstindlich, da8 diese experimentell erzeugten 
Eingriffe in den Verlauf der alkoholischen Girung keine quantitative 
Abartung nach der Seite des ungewodhnlichen Verlaufs hin erméglichen. 
Abgesehen von dem bekannten zahen Bestreben aller Organismen, ihren 
gewohnten Stoffwechsel soweit wie irgend méglich aufrecht zu erhalten, 
sind biochemische wie rein chemische Griinde fiir jenes Unvermégen mit- 
bestimmend. Es ist einmal wegen der Toxizitaét der Zusitze nicht mog- 
lich, so viel von den Alkalisatoren mit den Hefezellen oder Hefefermenten 
in Beriihrung zu bringen, wie zu einer vollsténdigen Herbeifiihrung der ab- 
geinderten Girungsform notwendig wiire. Dann sind aber auch rein chemi- 
sche Ursachen maBgebend. So setzt z. B, bei dem Abfangsverfahren die Dis- 
soziation des Aldehyd-Sulfit-Komplexes der Bindung des Acetaldehyds 
eine Grenze. Bei den anderen Alkalisatoren mu8 man u. a. mit der fehlenden 
oder geringen Kraft der anorganischen Salze rechnen, die Hiillen der 
Hefezellen zu durchdringen, oder wenn man in zellfreien Systemen arbeitet, 
die erheblichen, zum Teil wohl irreversiblen Zustandsinderungen in Betracht 
ziehen, die von der hohen Konzentration an Mineralstoffen ausgelést werden. 

So kommt es, daB die beiden neuen Vergirungsarten nicht unter 
ganzlicher Aufhebung des gewdhnlichen Zuckerabbaus herbeigefiihrt 
werden kénrfen. Immerhin lieBen sie sich in betriichtlichem Umfange 
verwirklichen, so die Acetaldehyd-Glycerin-Spaltung des Zuckers bis zu 
etwa 75% der theoretischen Méglichkeit und der Zerfall in Essigsiure, 
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Alkohol nebst Glycerin in friiheren Versuchen bis zu rund 38% (vgl. 
hierzu 8. 199 und 206). 

Unter Beriicksichtigung simtlicher Garungsprodukte ist 
es méglich gewesen, genaue Bilanzen’) fiir die neuen Weisen 
des Zuckerabbaus aufzustellen, und man mu8B nun drei Arten 
desselben unterscheiden : 

a) Die erste Vergirungsform. Als diese kann man die 
ideale Formulierung bezeichnen: C,H,,0, = 2CO, + 2C,H,-OH, 
die auf Gay-Lussac (1815) zuriickgeht. 

b) Die zweite Vergarungsform. Sie wird, wenn man 
in der Schreibweise von einer Bindung der reagierenden Stoffe 
an die Sulfite absieht, durch folgende Gleichung ausgedriickt: 
C,H,,0, = CH, - CHO + CO, + C,H,O, (Neuberg und Rein- 
furth, 1918). 

ec) Die dritte Vergarungsform. Sie nimmt_ infolge 
Dismutation des — wie bei der zweiten Vergirungsform — inter- 
mediir gebildeten Acetaldehyds die Fassung an: 2C,H,,0, 
+ H,O = CH,- COOH + C,H,- OH + 2CO, + 2C,H,O, (Neu- 
berg und Hirsch, 1919). 

So wenig iibrigens wie die zweite und dritte Vergarungsart frei von 
der ersten verwirklicht werden kénnen, ebenso wenig spielt sich erstere 
in der Natur ohne Ablauf der zweiten und dritten ab. Zeugnis dafiir gibt 
das Auftreten kleiner Mengen Acetaldehyd, Essigsiure und Glycerin bei 
jedem Garungsvorgang ab; und insbesondere fiir das Glycerin haben Neu- 
berg und Hirsch?) dargelegt, da8 es seine Entstehung einer physiologischen 
Abfangung der korrelativen Oxydationsstufe — Acetaldehyd bzw. Brenztrau- 
bensaiure — verdanken diirfte, indem diese Korper fiir alle méglichen Stoff- 
wechselvorgiinge intern gebraucht werden. Es ist ferner eine dem Zymo- 
chemiker bekannte Tatsache, da8 je weniger H-Ionen eine zur Vergiirung an- 
gesetzte Maische aufweist, um so mehr Siaure von der Hefe auf Kosten des 
Zuckers gebildet wird. Dabei handelt es sich im wesentlichen um Essig- 
siure, und wir sehen somit, daB die Erreger der alkoholischen Garung, 
scheinbar ohne besonderen Anla8, zum Teil nach der dritten Vergirungs- 
form arbeiten. In Wirklichkeit liegen die Verhaltnisse so, daB fiir den ge- 
ordneten Eintritt der typischen Zymasetitigkeit eine gewisse Aciditat 
erforderlich ist, und zwar ist die giinstigste H-Ionenkonzentration nach 
den neuesten Erfahrungen p, = 2,7 bis 3,8. So sucht sich die Hefe selbst 
eine optimale Umgebung zu schaffen. Erst wenn die Menge der zugefiigten 
Alkalisatoren so gro8 wird, daB die normalen Regulationskrifte zur Uber- 


1) C. Neuberg, J. Hirsch und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 
105, 307. 1920. 
2) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 100, 304. 1919. 
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windung der ungewéhnlichen OH-Ionenmenge nicht mehr ausreichen, 
tritt in vermehrtem MaBe die dritte Vergirungsform zutage. 

Bisher liegen quantitative Untersuchungen tiber den 
Umfang, in dem diese dritte Vergirungsform ausgelést werden 
kann, nur fiir die Carbonate und Phosphate der Alkalien vor 
sowie fiir die beiden Basen Magnesia und Zinkhydroxyd. Um 
festzustellen, ob ganz allgemein Kérper mit irgend 
einer basischen Funktion Erreger der dritten Ver- 
garungsform sein kénnen, haben wir eine gréBere 
Reihe derartiger ,alkalischer* Substanzen ge- 
prift, und zwar das Ammoniumbicarbonat, Kalium- 
pyrophosphat, Natriumsulfhydrat, Natriumsulfoan- 
timoniat, Natriumarsenat, Natriumsilicat, oléin- 
saures Natrium, benzoesaures Natrium, d,l-Alanin, 
Diathylamin, Guanidincarbonat sowie Methylenblau., 

AuBerdem haben wir untersucht, welchen EinfluB die 
absolute Konzentration von Zucker und Alkalisator 
auf den Verlauf der Reaktion ausibt, nachdem von 
Neuberg und Hirsch (1. c.) schon frither festgestellt worden 
war, daB das relative Verhiltnis von Alkalisator zu Kohlenhydrat 
insofern bestimmend wirkt, als mit vermehrter Alkalisator- 
konzentration der Umsatz des Zuckers nach der dritten Ver - 
girungsform im groBen und ganzen erhdht wird. 

Bei Ansitzen mit Dikaliumphosphat konnten wir die 
diesbeziiglichen Angaben von Neuberg und Hirsch bestitigen. 
Bei gleichbleibendem Gehalt der Maischen an Zucker, nimlichl10%, 
steigerten wachsende Zugaben von Dikaliumphosphat, dessen Ge- 
halt von 1/, tiber */, auf 3/, Mol. zunahm, die Ausbeuten an 
Glycerin und Essigsiure, welche fir die dritte Vergirungsform 
charakteristisch sind. 

In einer anderen Serie gleichfalls mit Dikalium phosphat 
wurden bei ebenso belassenen Molaritiiten an Alkalisator die 
Zuckermengen variiert, und zwar derart, daB */, Mol. K,HPO, 
in einer 10 proz. Zuckerlésung, */, Mol. K,HPO, in einer 5 proz., 
1/, Mol. K,HPO, in einer 3,33 proz. Zuckerlésung vorhanden waren. 
Das Ergebnis war, da8 diese Abwechslung nur einen geringen 
EinfluB8 ausibt, d. h. mit anderen Worten, da8 hier der Eintritt 
der dritten Vergirungsform mehr vom Gehalt an Alkali- 
sator als von der Zuckerkonzentration abhingt. 
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Durch eingehende Versuche mit Natriumbicarbonat 
iiberzeugten wir uns davon, daB die Ausbeutenan Glycerin 
und Essigsaéure gleichfalls von der Alkalisator- 
menge bedingt werden. 

‘Za bemerkenswerten Ergebnissen fihrte die Untersuchung 
des kohlensauren Ammoniaks in seinem Einflusse auf die 
Garung. Hier sind wir zu den héchsten Ausbeuten 
an Essigsaure und Glycerin gelangt, die bishertber- 
haupt bei unserer dritten Vergaérungsform erzielt 
worden sind. Sie stiegen im ginstigsten Fall fiir Essigsdure auf 
7,3 und fiir Glycerin auf 21,1 Gewichtsprozente = 41,3% der theo- 
retischen Méglichkeit. Ganz wie bei den fixen Alkalien 
wird auch dabei der Ertrag von der Menge des zuge- 
figten Alkalisators durchaus bestimmt. — Man wird 
auf diese Verhaltnisse in Zukunft achten miissen, sobald alkalische 
Ammoniakverbindungen zurHefenernahrung herangezogen werden. 

Eine dhnlich gute Wirkung beobachteten wir fiir das 
Kaliumpyrophosphat, das wie die primaren, sekundaren und 
tertiiren Phosphate!) eine weitgehende Zuriickdringung der ersten 
Vergiérungsform veranlaBt und recht giinstige Bedingungen 
fiir die dritte Vergirungsform schafft. 

Hinsichtlich der weiteren von uns gepriiften rein anorganischen 
Salze, des NaSH, des Na,SbS,, des Na,AsO, sowie des Na,SiO, 
kénnen wir uns kurz fassen. Sie alle sind Erreger der 
dritten Vergirungsform. Keinen Einflu8 konnten wir 
beim Natriumbenzoat feststellen, wahrend oleinsaures 
Natron deutlich wirksam war. 

Es lag uns nun daran, nicht nur einfache Mineralstoffe oder 
Salze der Alkalien mit organischen Séuren anzuwenden, sondern 
auch organische Basen in den Bereich der Priifung zu ziehen. 

Es zeigte sich, da8 kohlensaures Guanidin sowie 
freies Didthylamin ziemlich und d, 1-Alanin («-Amino- 
propionsiure) schwach wirksam war; dem Methylenblau 
hingegen ging ein deutlicher EinfluB ab. Wie zu erwarten war, 
kann die Hefe von den eigentlichen organischen Basen, Guani- 
din und Diathylamin, nur verhiltnismaBig wenig vertragen; die 
gréBere Giftigkeit dieser Stoffe dirfte mit den Permeabilitits- 
zustanden zusammenhingen. — 

'3) Vgl. C. Neuberg und J. Hirsch, Lc. 
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Wir haben somit eine groBe Reihe von Substan- 
zen kennengelernt, die den normalen Kohlenhydrat- 
umsatz in qualitativer und quantitativer Bezie- 
hung ganz erheblich abandern. Die Betrachtung der 
Ergebnisse fiihrt zu dem nicht unwichtigen SchluB, 
daB die wirklichen Alkalisatoren mineralischer oder 
organischer Natur sowie gemischten Charakters all- 
gemein die alkoholische Gairung im selben Sinne 
beeinflussen, und zwar so, daB sie die biochemische 
Spaltung des Zuckers nach der Gleichung der dritten 
Vergirungsform herbeifiihren. 


Experimentelle Bedingungen. 


Vergoren wurde bis auf die besonders gekennzeichneten 
Fille stets eine 10 proz. Saccharoselésung. Der Zucker wurde 
zusammen mit dem betreffenden Alkalisator in Leitungswasser 
gelést; zu dieser Fliissigkeit wurde zumeist die dem einfachen 
bis doppelten Gewichte des Zuckers entsprechende Menge 
Oberhefe zugesetzt und durch kraftiges Umschiitteln gleichmaBig 
verteilt. Die Maische wurde dann auf ein bestimmtes Volumen 
mit Leitungswasser aufgefiillt. Das Gemisch wurde in einer mit 
einem Géraufsatz versehenen Flasche in den Brutschrank 
gestellt, dessen Temperatur bei 35—37° gehalten war. 

Je nach der Konzentration und Giftwirkung des Alkalisators 
begann die Girung nach 1—3 Stunden und erlosch in der Regel 
innerhalb 24—96 Stunden. Um zu erfahren, ob der gesamte 
Zucker vergoren war, wurde eine abgemessene Menge dem Gargut 
entnommen, klar filtriert und mit alkalischer Kupferlésung 
auf Zucker geprift. In einigen Fallen, wo die Reduktion durch 
den anwesenden Alkalisator gestért wurde, muBte dieser fort- 
geschafft werden, bevor man die Fehlingsche Probe ausfihrte. 
War die Entfernung des Alkalisators nicht angiingig, so wurde 
durch Polarisation nach vorhandenem Zucker gefahndet.' War 
solcher noch zugegen, so wurde dem Gargut weiter eine bestimmte 
Menge Hefe hinzugefiigt und diese wieder durch kriftiges Um- 
schiitteln gleichmaBig suspendiert, wodurch dann meist der ge- 
samte Zucker zur Umsetzung gelangte. Darauf wurde das Vo- 
lumen des Girgutes festgestellt. Unter Beriicksichtigung: der 
entnommenen kleinen Mengen konnte der urspriingliche Zucker- 
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gehalt fiir je 100ccm des Girguts berechnet werden. In dem 
Filtrat wurden sodann die Giarprodukte Alkohol, Glycerin und 
Essigséure quantitativ nach den Methoden bestimmt, die fiir die 
vorliegenden besonderen Verhiltnisse geboten sind. Die Aus- 
beuten sind stets in Prozenten der mit dem angewendeten Rohr- 
zucker eingefiihrten Hexosenmenge angegeben. 


Methodik. 


Das Glycerin wurde nach dem Jodidverfahren ermittelt, wobei 
die nicht fliichtigen Zusiitze durch Behandlung mit Alkohol und. Ather 
beseitigt wurden’). Zugleich wurden auch die sonst stérend wirkenden 
Schwefelverbindungen im Falle des Sulfhydrats und des Sulfantimoniats 
entfernt. 

Die quantitative Bestimmung des Alkohols geschah pyknometrisch 
bei 15°. Aus einer abgemessenen Menge Girgut wurde durch anreichernde 
Destillation der Alkohol iibergetrieben. Man destillierte z. B. von 300 ccm 
Gargut 200 ccm ab, von diesen wiederum 135 ccm und brachte zum Schlu8 
das Volumen auf 100 ccm, die neutrale Reaktion aufweisen muBten. 

Bei Anwesenheit schwefelhaltiger Kérper wurde eine Rectification 
iiber Kupfersulfat oder alkalischer Bleilésung eingeschaltet. 

Zur Analyse der Essigsa ure wurde ein bestimmtes Quantum der ausge- 
gorenen und filtrierten Maische mit Natronlauge stark alkalisch gemacht und 
auf dem Wasserbade weit eingeengt. Darauf wurde die Fliissigkeit mit H,SO, 
wieder kongosauer gemacht, und aus der verhiiltnismaBig konzentrierten 
Lésung wurde nun die Essigsiure anfangs durch Kochen, dann durch 
Wasserdampf tibergetrieben. Das Destillat wurde in Anteilen aufgefangen. 
Mit dem ersten Liter gingen dabei meist drei Viertel der gesamten Essig- 
sdure iiber, die mit NaOH titrimetrisch festgestellt wurde. Die niichsten 
Portionen zeigten dann sehr rasch abnehmende Siurewerte, so dai man 
sich mit 3 Litern Destillat in der Regel begniigen konnte. 


Versuchsreihe l. 


Der Gehalt an Zucker war in dieser Serie immer 10%; 
wahrend die Konzentrationen des Alkalisators sich wie 3: 1,5: | 
verhielten. 

a) 100 g Rohrzucker und 130,7 g Dikaliumphosphat wurden in 
ca. 800 com Leitungswasser gelést; darin wurden 100 g obergiirige Hefe M 
suspendiert und das Volumen auf 1000 ccm gebracht. Der molekulare 
Gehalt an K,HPO, war = */,. Da nach 3 Tagen eine filtrierte Probe von 
15 com noch Fehlingsche Mischung reduzierte, wurden 100 g Hefe nach- 
gegeben. Nach weiteren 36 Stunden war aller Zucker umgesetzt. Das 


1) Niheres s. bei Neuberg und Reinfurth sowie Neuberg und 
Hirsch a. a. O. 
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Volumen belief sich zum SchluB auf 1085 com; darin waren also die Gir- 
produkte von 98,5 g Rohrzucker = 103,6 g Monosacchariden*) zugegen. 
Die Ausbeuten betrugen fiir je 100 com: 

an Alkohol: 2,956 g = 30,9% der angewendeten Hexosenmenge, 

an Glycerin: 1,495 g = 15,6% ,, ” ” 

an Essigsiure: 0,489 g= 5,1% ,, * * 


b) Der Ansatz enthielt 100 g Zucker, 65,4 g K,HPO, und 100g Hete M 
auf 11Géargut. Nach 3 Tagen war alles Kohlenhydrat vergoren. Die Maische 
hatte ein Volumen von 1000 ccm; Gehalt an K,HPO, = */, m 

Fiir je 100 com Girgut ergaben die Analysen einen Betrag 
an Alkohol: 3,640 g = 34,6% des vorhanden gewes. 6-Kohlenstoffz., 
an Glycerin: 1,418 g = 13,5% eA > 
an Essigsiure: 0,443 g= 4,2% a 

c) 100 g Rohrzucker, 43,6 g K,HPO, und 100 g Hefe; Volumen 
1000 ccm. Die Molaritiét des Phosphats war = 1/,. Nach 36 Stunden war 
der Zucker verschwunden. Das Endvolumen machte 1000 ccm aus. 

Die Alkoholbestimmung in 300 ccm Giargut fiihrte zu 11,50 g Alkohol 
= 36,4% der gesamten Zuckérmenge. 

An Glycerin wurden in 100 ccm Gargut gefunden: 1,112g = 10,6% 
des Zuckers. 

Die in 300 com Girgut gebildete Essigsiure war 1,03 g; das sind 
3,3% vom Kohlenhydrat. 


Die Ergebnisse des Versuchs1 sind in der Tabelle I zu- 
sammengefaBt. 
Tabelle I. 








Konzentration an Ausbeute in °/, an ' 
K,HPO, Zucker Alkohol Glycerin Essigsture 
3/.m 30,9 15,6 5,1 


3/5 ss 34,6 13,5 42 
Yan 36,4 10,6 3,3 

















Es zeigt sich hier die Abnahme des Alkohols und 
die Vermehrung von Glycerin und Essigsaiure mit stei- 
gender Konzentration des Dikaliumphosphats; mit 
dieser wichst auch die Vergirungsdauer. 


Versuchsreihe 2. 


Diese Serie entspricht den Versuchen 1 a) bis c), nur daB die 
Konzentrationen des Zuckers in 2a) 10%, 2b) 5% und 2c) 31/,% 
waren. 


1) 100g Rohrzucker = 105,25 g Hexosen. 
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a) 150 g Rohrzucker, 196,1 g K,HPO,, 150 g Hefe; Volumen 1500 com. 
Die Zuckerlésung war hier also 10% ig, die Konzentrationen des K,HPO, 
3/, m. Da sich nach 36 Stunden die Hefe abgesetzt hatte, aber die Probe 
mit Fehlingscher Liésung noch positiv ausfiel, so wurden zu 1380 ccm?) 
des urspriinglichen Girguts 70 g Hefe nachgegeben. Nach weiteren 12 Stun- 
den war der ganze Zucker umgesetzt. Das Volumen betrug 1450 ccm, 
und ihm entsprachen urspriinglich 138 g Rohrzucker oder 145,3 g 
Hexosen. 

Die Bestimmung des Weingeistes in 300 ccm fiihrte zu 9,85 g Alko- 
hol = 32,8% des umgesetzten Zuckers. 

100 ccm Gargut wurden fiir die Glycerinbestimmung benutzt und 
zum Schlu8 auf 25 ccm gebracht. Die Analyse ergab, daB 1,2363 g Gly- 
cerin gebildet worden waren; das sind 12,4% des umgesetzten Hexosen- 
quantums. 

100 ccm Gargut lieferten 0,4091 g Essigsiure oder 4,1%. 

b) 60 g Rohrzucker, 78,4 g K,HPO, und 60 g Hefe. Das Volumen 
machte 1200 aus. Die Saccharoselésung war also 5 proz., wiihrend die Kon- 
zentration des Phosphats */, m war. Vergérungsdauer 11/, Tage. 

Die . Alkoholbestimmung wurde diesmal der gréBeren Verdiinnung 
wegen mit 500 com Girgut ausgefiihrt, welche 9,13 g Alkohol enthielten. 
Dies sind 34,7% der Gesamthexosen. 

Das in 200 ccm Gargut sich vorfindende Glycerin wurde auf 25 ccm 
gebracht, von denen wir 3ccm zu den Analysen verwendeten; sie ergaben 
0,1334g Glycerin. Die Menge des in 200ccm Gargut vorhandenenGlycerins 
berechnet sich auf 1,112g oder 10,6% der eingemaischten Kohlenhydrate. 

Aus 100 ccm Gargut wurden 0,1572g Essigsiure = 3,1% erhalten. 

c) 50 g Rohrzucker und 65,3 g K,HPO, wurden in ca. 1 1 Wasser 
gelést, dazu wurden 50 g Hefe M gegeben und das Volumen auf 1500 com 
aufgefiillt. Der Zucker war nach 18 Stunden vergoren. Man hatte eine 
3/, m Lésung von K,HPO, gehabt. 

700 com Gargut dienten zur Alkoholbestimmung, die 8,7 g Alkohol = 
35,4% vom Zucker ergab. 

Fiir die Glycerinanalyse wurden 300 ccm Girgut verarbeitet; 
darin waren 1,073 g = 10,2% enthalten. 

An Essigsiure wurde in 200com Gargut 0,1949g oder 2,8% ge- 
funden. 


In der folgenden T a belle II sind die Resultat eder Versuchs- 
reihe 2 zusammengestellt. 

Man erkennt, wie bei der Reihe 1, so auch hier, 
da8 mit zunehmender Konzentration der OH-Ionen 
die dritte Vergirungsform mehr und mehr in den 
Vordergrund tritt. Ein wesentlicher Unterschied gegen 
die Versuchsreihe 1 ist nicht vorhanden. 


1) 120 com waren anderweitig verbraucht. 
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Tabelle II. 











Konzentration an 


Ausbeute in °/, an 





K,HPO, Zucker 


Alkohol 


| Glycerin | Essigsiure 








10%, 
5 
3 ls ” 





32,8 
34,7 
35,4 


12,4 41 
10,6 3,1 
10.3 28 


Versuchsreihe 3. 


a) 200 g Rohrzucker und 168 g Natriumbicarbonat wurden bei 
37° in ca. 1500 com Leitungswasser gelést, mit 200 g obergiiriger Hefe M 
versetzt und alsdann auf das Volumen von 21 gebracht. Die Konzentration 
des Bicarbonats war also 1m. Nach 36stiindigem Stehen im Brutschrank 
bei 37° hatte sich die Hefe gesenkt. Da die Fehlingsche Probe mit einer 
kleinen Menge von 5 cem positiv ausfiel, so wurden zu 1400 com Gargut 
(600 ccm waren zu Anfang fiir den spiiteren Versuch 3b entnommen worden) 
150 g Hefe nachgegeben. Nach weiteren 10 Stunden war aller Zucker um- 
gesetzt. Das Volumen betrug 1550 ccm, in denen urspriinglich 139,5 g 
Rohrzucker vorhanden gewesen waren. 

300 cem Girgut, entsprechend 27,0 g Rohrzucker = 28,42 g Mono- 
sacchariden, wurden durch anreichernde Destillation auf 100 ccm gebracht. 
Diese enthielten 10,3 g Alkohol; das sind 36,2% des angewandten Zuckers. 

Zur Glycerinbestimmung dienten 100 com Girgut. Zum Schlusse wurde 
die gereinigte Glycerinlésung auf 25cm aufgefillt; davon wurden 3,0 ccm 
zur Analyse benutzt. Diese lieferten 0,1288 g Glycerin. In 100 com Gargut 
waren also 0,1318 - 25/,= 1,098 Glycerin = 11,6% vorhanden. 

Fiir die Ermittelung der Essigsiure Wurden 150 ccm Giirgut ver- 
wendet. Gefunden wurden: 0,5544 g Essigsiure = 3,9%. 

b) Die gleich zu Anfang entnommenen 600 ccm der Maische 3a 
wurden auf 1800 ccm aufgefiillt. Diese enthielten nun 60 g Rohrzucker, 
50,4 g NaHCO, und 60 g Hefe. Die Konzentration des Bicarbonats war 
also 1/,m, die Zuckerlésung war 31/, proz. Das Kohlenhydrat war nach 24 
Stunden bereits vergoren. 

Zur Alkoholbestimmung wurden 600 ccm, 
»» Glycerinbestimmung wurden 300 ccm und 
» Essigsiurebestimmung wurden 500 ccm 
benutzt. 

Gefunden wurden in den obigen Mengen Gargut: 
Alkohol: 8,730 g = 41,4% des angewendeten Zuckers, 
Glycerin: 0,709 g= 68% ,, a ” 9 
Essigsaiure: 0,380 g= 2,25%,, oF es 


Die nachstehende T a belle ITI zeigt das Hervortreten der 
dritten Vergirungsform mit zunehmender Konzen- 
tration des Bicarbonats. 
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Tabelle III. 








~~ Konzentration an “Ausbeute in %/, an 
NaHCO, | Zucker Alkohol | Glycerin | Essigséure 


| 
pee th = 


1m 10,0, 36,2 11,6 3,9 
Yan 3,3 ,, 0 68 2°95 











Versuchsreihe 4. 


Bei den nun folgenden Garansiitzen wurde kohlensaures 
Ammoniak als Alkalisator der Maische zugesetzt. Das Ammo- 
niumcarbonat') enthielt 21,69 NH;, entsprach also fast genau 
dem doppelt kohlensaurem Ammon, Es handelte sich hier 
wie in allen spiteren Fallen darum, die gréBtméglichste Dosis 
zu ermitteln, die von der Hefe tiberhaupt vertragen wurde, 
wenn die Girung etwa in 2 Tagen beendet sein sollte. Durch quali- 
tative Vorversuche wurde festgestellt, daB die héchste anwend- 
bare Konzentration 40 g des vorliegenden Salzes, entsprechend 
8,64 g NH, im Liter war. 

50 g Rohrzucker und 20 g Ammoniumbicarbonat wurden in ca. 
350 com Wasser gelést; nach Zufiigung von 100 g Hefe M wurde durch- 
geschiittelt und ein Volumen von 500 ccm hergestellt. Nach 36 Stun- 
den hatte sich die Hefe abgesetzt, und eine filtrierte Probe von 5 ccm, 
aus der das Ammoniak weggedampft war, reduzierte noch die Fehlingsche 
Flissigkeit. Zur Beendigung der Girung wurden 30 g Hefe nachgegeben. 
Nach weiteren 6 Stunden zeigte die Maische dann kein Reduktionsver- 
mégen mehr. Das Volumen betrug zum Schlu8 525 ccm, entsprechend 
éinem urspriinglichen Gehalt von 49,5 g Rohrzucker = 52,1 g Hexosen. 

Da Ammoniak das aus der Fehlingschen Mischung entstehende 
Kupferoxydul lést, mu8ten die Proben, die zur Feststellung des Vergiirungs- 
grades entnommen wurden, zunichst vom NH, (durch Austreiben des- 
selben auf dem Wasserbade) befreit werden. 

Die Alkoholbestimmung wurde in 250 ccm Girgut vorgenommen, 
das mit H,SO, schwach angesiuert wurde, um zu verhindern, da8 Ammoniak 
mit in die Vorlage iiberging; das Alkohol-Wassergemisch wurde dann wie 
gewohbnlich auf 100 ccm. konzentriert. Zum Schlusse wurde noch in einer 
abgemessenen Menge mit NeBlers Reagens auf NH; gepriift, Diese Probe 
fiel negativ aus. 

Der Alkoholgehalt betrug 6,73 g, entsprechend 27,1 % der im 
Rohrzucker angewendeten Hexosenmenge. 


1) Uber die frithere Verwendung von kohlensaurem Ammoniak, bei 
der den Autoren jedoch nichts Besonderes aufgefallen war, siehe bei Neu- 
berg und Hirsch, diese Zeitschr, 96, 179; tiber die Benutzung von 
freiem Ammoniak siehe H. v. Euler, H. 100, 69. 
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Die Glycerinbestim mung wurde in 50 com Gargut vorgenommen. 
Bei den verschiedenen Eindampfungen verfliichtigte sich das Ammoniak. 
Die 50 ccm enthielten 0,92 g Glycerin; das sind 18,5% der angesetzten 
Monosaccharide. 

Zur Bestimmung der Essigsiaure reichte in diesem Falle das Material 
nicht aus. 


Versuchsreihe 5. 


a) Der vorige Versuch wurde nun mit 100 g Zucker, 40 g Ammén. 
carbonat sowie 200 g Hefe M .wiederholt. Das Volumen wurde zu 
1000 ccm ergiinzt. Wegen der vorziiglichen Beschaffenheit der Hefe war 
der ganze Zucker bereits nach 15 Stunden vollkommen umgesetzt; man 
muB8 auch daran denken, da8 das Ammoncarbonat als wertvolle Stick- 
stoffnahrung der Hefe das giinstige Ergebnis mit herbeigefiihrt haben kann. 

Die Ausbeute an Alkohol aus 300 ccm betrug 9,13 g = 28,9%. 

Die Glycerinanalyse in 100 com Gargut ergab 2,22 g = 21,1% 
des Zuckers; das sind 41,3% der theoretischen Méglichkeit. 

Die zur Essigsiurebestimmung benutzten 300 ccm enthielten 
2,290 g = 7,2%. 

b) 100 g Rohrzucker und 20 g Ammoncarbonat = 4,3 g NH, wurden 
in 600 ccm Wasser gelést; zu der Fliissigkeit gab man 150 g Hefe und 
brachte das Volumen nach dem Umschiitteln auf 1000 com. Nach 15 Stun- 
den war aller Zucker umgesetzt. 

300 cem Girgut wurden wieder tiber H,SO, auf 100 ccm destilliert. 
Diese enthielten 13,20 g Alkohol = 41,8%. 

Zur Glycerinbestimmung wurden 100 com Girgut auf 25 ccm ein- 
geengt. Die Analyse ergab 0,939 g Glycerin = 8,9% des Zuckers. 

An Essigsiure wurden in 300 ccm 0,8948 g = 2,8% gefunden. 

ce) Versuch c wurde mit einer weiter verringerten Menge von Ammo- 
niumcarbonat vorgenommen und enthielt 100 g Rohrzucker, 13,3 g kohlen- 
saures Ammoniak (= 2,87 g NH,) sowie 100 g Hefe M auf 1000 ccm. Nach 
15 Stunden war, ebenso wie Versuch a und b, auch dieser Ansatz aus- 
gegoren. 

300 ccm Giargut wurden durch Destillation itiber H,SO, und dann 
iiber KOH konzentriert und ergaben 13,68 g Alkohol = 43,3%,. 

100 com Gargut enthielten 0,767 g Glycerin = 7,3%. 

300 ccm Giargut lieferten 0,573 g Essigsiure = 1,8 %,. 


Die Ergebnisse der Versuche 5 a) bis c) sind in Tabelle IV 


zusammengefaBt. 
Tabelle IV. 


Im Liter g Ausbeute in °/, an 
Ammoncarbonat Zucker Alkohol Glycerin Essigsiure 


40 100 28,9 21, 7,2 
20 100 41,8 8.9 2.8 
13,3 100 43,3 73 18 
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Die Nebeneinanderstellung der Zahlenwerte der 
Tabelle IV bekraftigt auch fir das kohlensaure Am- 
moniak die bereits gemachte Erfahrung, daB mit 
wachsender Konzentration des Alkalisators die Gly- 
cerin- und Essigsiuremenge vermehrt, die Ausbeute 
an Alkohol dagegen herabgesetzt wird. 


Bemerkenswert ist, daB bei den geringeren Mengen kohlensauren Am- 
moniaks die dritte Vergirungsform nur in minderem MaBe zum Ausdruck 
kam. Wahrscheinlich wird Ammoniak zum Aufbau der Hefenzellen be- 
nutzt. Besonders fallt im Versuch c der zu kleine Wert fiir die Essigsiure 
auf. Man wird mit der Annahme nicht fehlgehen, daB dieses Defizit auf 
den internen Verbrauch') der Essigsdiurevorstufen (Brenztraubensiure und 
Acetaldehyd) zuriickzufiihren ist. Da die Hefe sehr kriftig war, so waren 
die Ansitze tiber Nacht restlos vergoren. Berechnet man noch die bei der 
Giarung nach beiden Umsatzformen entstandene Kohlensiiure, so findet 
man hier eine mindestens ebenso gute Bilanz*) des Zuckerumsatzes wie 
bei den tibrigen anorganischen Alkalisatoren. 


Die folgenden Versuche wurden in Anwesenheit von Kalium- 
pyrophosphat K,P,0,-3H,O ausgefithrt. Durch qualitative 
Proben war festgestellt worden, daB die Konzentration, die von 
der Hefe vertragen wurde, eine */, molare war, d. h. 288,4 g im 
Liter ausmachte. Bei héherem Gehalt kam die Gérung gar nicht in 
Gang oder die Hefe setzte sich nach kurzer Zeit wirkungslos ab. 


Versuchsreihe 6. 


a) Es waren 100g Zucker, 288,4 g K,P,0,-3 H,O und 100g Hefe in 
1 1 enthalten. Nach 26stiindigem Stehen im Brutschrank war die Garung 
erloschen, aber noch Zucker zugegen. Nach Zusatz von 100 g Hefe und 
Verlauf von weiteren 36 Stunden bestand noch immer ein Reduktions- 
vermégen. Aus diesem Grunde wurden abermals 50 g Hefe zugefiihrt. 
Darauf war nach 12 Stunden die Giarung beendet. Das Volumen betrug 
1140 ccm, denen 99 g Rohrzucker = 104,2 Hexosen entsprachen, 

Die Ausbeute 


an Alkohol aus 300 ccm war 7,800 g = 28,5%, 

an Glycerin ,, 100 ,, ,, 1,702 g = 18,6%, 

an Essigsaéure,, 300 ,, , 1,722 g= 6,3%. 
b) 100 g Rohrzucker, 144,2 g K,P,0,-3H,O und 100 g Hefe; 
Volumen 1000 ccm. Nach eintagigem Stehen bei 35° erfolgte Nachfiillung 


1) Siehe hieriiber bei Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 100, 
320. 1919. 

2) Vgl. Neuberg, Hirsch und Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 
307, 1920. 
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von 100 g Hefe, worauf nach weiteren 40 Stunden die Umsetzung voll- 
stiindig war. 

Die Alkoholermittelung ergab 32,0% und die Glycerin bestimmung 
in 100 com Gargut 1,219 g = 12,8%, wihrend in 250 ccm 1,002 g oder 
4,2% des Zuckers an Essigsiure gefunden wurden. 

c) 100 g Zucker, 96,1 g Kaliumpyrophosphat und 100 g Hefe; Volumen 
1000 ccm. Da die Maische nach Verlauf von 36 Stunden noch reduzierte 
(Probe mit 10ccm), wurden 50 g Hefe nachgegeben, Das Volumen betrug 
nach dem vollstiindigen Zerfall des Zuckers (am zweiten Tage) 1040 ccm, 
so daB also die Garprodukte aus 99 g Saccharose = 104,2 g Hexosen vor- 
handen waren. 

Die Ausbeuten beliefen sich 


an Alkohol auf 33,2%, 
an Glycerin _,,_ 11,9%, 
an Essigsaéure,, 3,9%. 

Fiir den Ausfall der Versuchsreihe 6 geben wir wieder eine 
tabellarische Ubersicht (V). Auch hier gewinnt man 
ein véllig eindeutiges Bild: VerhaltnismaBig kleine 
Ausbeuten an Alkohol und um so starkere Steige- 
rungen der Glycerin- sowie Essigsiurebildung, je 
gréBer die Menge des anwesenden Pyrophosphats ist. 














Tabelle V. 
Konzentration an Ausbeute in °/, an 
K,P,0, Zucker Alkohol | Glycerin Essigsiure 
3/,m 10°, 25 | 186 6,3 
< 10,, 32,0 12,8 4,2 
ls n 10 ” 33,2 11,9 3,9 





Im folgenden wurde aus Sparsamkeitsriicksichten, insbeson- 
dere wegen der Kostbarkeit des Zuckers, darauf verzichtet, 
mehrere Konzentrationen eines und desselben Alkalisators zu 
untersuchen; vielmehr wurde nur diejenige Menge der basischen 
Verbindung zur Anwendung gebracht, die fiir die Hefe eben noch 
ertriiglich war, Man erhielt auf diese Weise also immer die gréBte, 
mit dem betreffenden Alkalisator gerade zu erreichende Ver- 
schiebung, d. h. das Zuriickweichen der ersten zugunsten der 
dritten Vergairungsform. 

Als nichster Alkalisator diente das Schlippesche Salz, 
Natriumsulfantimoniat Na,SbS,-9H,O. Die hiermit an- 
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gestellten Vorversuche hatten ergeben, da8 die Menge der Ver- 
bindung, die unsere Oberhefe vertrug, 35g im Liter war. Da 


durch die Girungskohlens§ure Antimonsulfid gefillt wurde und 
Schwefelwasserstoff auftrat, so muBte sowohl die Destillation des 
Alkohols als auch die der Essigsiiure iiber Kupfersulfat vorge- 


nommen werden. 


Versuchsreihe 7. 


100 g Zucker, 35 g Schlippesches Salz sowie 100 g Hefe zum 
Volumen von 1000 ccm. Nach 30stiindigem Verweilen im Brutschrank 
hatte sich die Hefe abgesetzt, und eine Probe von 5 ccm, aus welcher der 
Schwefelwasserstoff durch Kupfersulfat und das Kupfersulfid dann durch 
Filtrieren entfernt war, reduzierte Fehlingsche Lésung. Zur Beendigung 
der Garung wurden 50 g Hefe nachgegeben. Nach weiteren 20 Stunden 
war der ganze Zucker verschwunden. Das Endvolumen betrug 1045 ccm, 
entsprechend einem urspriinglichen Saccharosegehalt von 99,5 g¢ = 
104,7g Hexosen. 

300 com Giargut wurden mit iiberschiissigem CuSO, destilliert; das 
Destillat wurde auf 100 ccm konzentriert. Der Alkoholgehalt war 12,19 g 
= 40,6%. 

Zur Glycerinanalyse wurden 100 ccm verwendet. Dabei sind keine 
besonderen MaBnahmen notwendig, soweit der Schwefelwasserstoffim Fa ust - 
Heimschen Verdunstungsapparat mit entweicht und bei der weiteren 
Behandlung mit Ather-Alkohol die Sulfide entfernt werden. Es wurden 
0,997 g Glycerin gefunden, entsprechend 10,0% vom Gewicht des Zuckers. 

Die Essigsiurebestimmung mit 200 com wurde, wie erwihnt, eben- 
falls unter Kupfersulfatzusatz vorgenommen und lieferte 0,6696 g = 3,3% 
Essigsaure. 


Qualitative Vorversuche mit Natriumsulfhydrat, NaSH, 
hatten gelehrt, daB die Héchstmenge dieser Substanz 14g im 
Liter betragen durfte, wenn die Vergiirung etwa in 3 Tagen voll- 
endet sein sollte. Dieses Quantum wurde in der Weise hergestellt, 
daB man eine Lésung von 10 g reinstem Natriumhydroxyd mit 
Schwefelwasserstoff sittigte. Der folgende Versuch 8 wurde also 
mit dieser Menge Sulfhydrat im Liter ausgefihrt. 


Versuchsreihe 8. 


100 g Zucker, 14 g NaSH, 150 g Hefe; Volumen: 1000 ccm. Nach 
24 Stunden hatte sich die Hefe abgesetzt, und es wurde, da von den quali- 
tativen Vorversuchen her die Notwendigkeit einer weiteren Zugabe von 
Hefe bekannt war, noch eine Menge von 100g Hefe der Maische zugefiigt. 
Die Garung kam darauf bald wieder in Gang, stand jedoch nach abermals 
einem Tage erneut still. Eine Probe von 5 ccm, aus welcher der Schwefel- 
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wasserstoff mit Kupfersulfat beseitigt war, reduzierte Fehlingsche 
Fliissigkeit und machte einen zweiten Zusatz von 100 g Hefe nétig. 
Nach 18 Stunden war dann die Girung zu Ende; das Volumen betrug 
1195 ccm, die einem urspriinglichen Rohrzuckergehalt von 99,55 g = 104,8 g 
Hexosen aquivalent waren. 

Auch hierbei wurden die zu den Analysen dienenden Anteile des 
Girguts mit Kupfersulfat bzw. Bleisalz behandelt. 

An Alkohol wurden in 300 ccm 10,92 g = 41,5% festgestellt. 

Die in 100 com gefundene Glycerinmenge im Gewicht von 0,713 g 
macht einen Prozentsatz von 8,2% aus. 

In 300 com Gargut waren 0,702 g Essigsiure = 2,7% zugegen. 


Zu den weiterhin verwendeten Alkalisatoren gehérte das 
Trinatriumarsenat, Na,AsO,, von dem unsere Hefe eine 
verhaltnismaBig groBe Menge vertrug, nimlich 75g im Liter. 
Das Salz war hergestellt worden durch Vermischen einer Lésung 
von nahezu 100proz. Arsensiure mit der aquivalenten Menge 
reinsten Natriumhydroxyds (Merck, pro analysi) 


Versuchsreihe 9. 


100 g Zucker, 75 g Na,AsO,, 100 g Hefe zum Volumen von 1000 ccm. 
Da die Gairung nur langsam fortschritt, wurden nach 24 Stunden nochmals 
200g Hefe der Maische zugesetzt. Die CO,-Entwickelung ging dar- 
auf so stiirmisch vor sich, daB ein Teil der Maische wahrend der Nacht 
iiberfloB. Die Hefe hatte sich nach 15 Stunden gesenkt, aber eine 
Probe von 5 ccm zeigte noch immer vorhandenen Zucker an. Infolge- 
dessen wurden 50g Hefe zugegeben. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte 
keiné Reduktion der Fehlingschen Mischung mehr. Das Volumen 
der Léisung war am Ende gerade 1000 ccm. Vor Zufiigung der 
letzten 50 g Hefe waren noch 950 cem vorhanden gewesen. Diese entsprachen 
unter Beriicksichtigung des erlittenen Verlustes einem Gehalte von 79,1 g 
Saccharose. 100 ccm Gargut enthielten zum SchluB also die Vergiirungs- 
produkte von 7,91 g Rohrzucker = 8,33 g Hexosen. 

Die Alkoholbestimmung in 300 ccm Gargut ergab 10,96 g = 43,8%. 

Bei der Ermittelung des Glycerins in 100 cem Girgut wurden 
0,460 g = 5,5% gefunden. 

In 300 com Gargut waren 0,474 g Essigsiure = 1,9% der-umge- 
setzten Hexosen zugegen. 


Das Natriumsilicat ist als Salz der schwachen Kiesel- 
siiure eine stark alkalisch reagierende Verbindung. Verwendet 
wurde als Alkalisator ein hygroskopisches Metasilicat der Zu- 
sammensetzung Na,Si0,. Die Vorversuche hatten gezeigt, daB 
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die dosis tolerata dieses Salzes pro Liter 20 g, enthaltend 9,08 g 
wasserfreies Na,SiO,;, war. Durch die bei der Giarung ent- 
wickelte Kohlensiure wurde gallertige Kieselsiure ausgeschieden. 


Versuchsreihe 10. 

100 g Zucker, 20 g Natriummetasilicat sowie 100 g Hefe; Volumen: 
1000 ccm. Nach 22 Stunden hatte die Hefe sich abgesetzt, eine Probe von 
5cem hatte alkalische Kupferlésung noch reduziert. Es wurden 100 g Hefe 
nachgegeben. Nach einem weiteren Tage fiel die Fehlingsche Probe 
negativ aus. Das Endvolumen war 1090 ccm, entsprechend einem urspriing- 
lichen Gehalt von 99,5 g Saccharose = 104,7g Sechskohlenstoffzucker. 

300 com Giargut wurden, ohne vorher filtriert zu werden, anreichernd 
auf 100 ccm destilliert und enthielten 12,11 g Alkohol. Dies sind in 
Prozenten vom umgesetzten Zucker ausgedriickt 42,0%. 

Da das entstandene Kieselsiiuregel die Filter verstopfte, so wurden 
fiir die Glycerin- und Essigsiurebestimmung 500 ccm Gargut mit Alkohol 
auf 1000 ccm gebracht. Dadurch gelang es, die Kieselsiure samt der 
Hefe zum Ausflocken zu bringen; und die Fliissigkeit lief klar und rasch 
durch das Filter. 

Da das Volumen verdoppelt worden war, so wurden diesmal 200 ccm 
des Filtrats, entsprechend 100 ccm des urspriinglichen Garguts, zur Gly- 
cerinbestimmung benutzt. Sie lieferten 0,6517 g Glycerin = 6,8 %. 

Fir die Essigsiureanalyse wurden 500 ccm des Filtrats, aquivalent 
250 ccm des urspriinglichen Garguts, verarbeitet. Sie enthielten 0,498 g 
oder 2,1% des umgesetzten Zuckers an Essigsiure. 


Die nachstehenden Versuche hatten den Zweck, den Einflu8 
verschiedener organischer Basen und einiger alkalisch 
reagierenden organischen Salze zu priifen. 

Zu bemerken ist, daB von allen organischen Substanzen nur 
relativ kleine Quantititen zur Anwendung gelangen konnten, 
da sonst iiberhaupt keine Girung zustande kam. Die Verhalt- 
nisse liegen ahnlich wie bei dem jiingst von C. Neuberg und 
E. Reinfurth') beschriebenen ,,Dimedonverfahren“, wo auch 
ein organisches Reagens zum Eingriff in den Garungsvorgang dient. 
Wegen der kleinen Mengen der betreffenden Alkalisatoren war 
die Alkalinitét des Garguts nicht sehr stark. Immerhin war aber 
auch hier in mehreren Fallen die Glycerinbildung auf das 
2—3fache des gewdhnlichen Betrages gesteigert. 

Zunichst wurden einige Salze schwacher organischer 
Sauren untersucht. 

1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitechr. 106, 281. 1920. 
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Versuchsreihe ll. 


70 g Zucker, 17,5 g benzoesaures Natrium, 100 g Hefe zum 
Volumen von 700 ccm. Nach 18 Stunden wurden zur Maische nochmals 
50 g Hefe gefiigt. Die Vergirung war nach weiteren 24 Stunden beendet. 
Das Volumen betrug 750 ccm. 

Die Alkoholanalyse wurde mit 250 ccm Giargut ausgefiihrt: sie ent- 
-hielten 11,65 g = 47,4% Alkohol, bezogen auf die vergorene Hexosen- 
menge. 

Die Glycerinbestimmung in 100 ccm Gargut ergab 0,2875 g. Dies 
sind 2,9% des Zuckers. 

Da Benzoesiure ebenso wie Essigsiure mit Wasserdampf fliichtig 
ist, so wurde aus 250 com Giargut, welche zuvor stark eingeengt waren, 
die Benzoesiiure mit H,SO, ausgefallt, abfiltriert und gut ausgewaschen, 
damit keine Essigsiure verloren ging. Da nun noch etwas Benzoesiure in 
Lésung war, so wurde die wiisserige Fliissigkeit mit Benzol mehrfach ausge- 
schiittelt. Die Benzoesiiure geht in Benzol iiber, wihrend verdiinnte 
Essigsiure dies kaum tut. Die Essigsiure wurde dann, wie iiblich, mit 
Wasserdampf abgetrieben, und es ergab sich ein Wert von 0,558 g Essig - 
siure, was 2,2% des Zuckers ausmachen wiirde. Diese Zahl ist gegen- 
iiber dem Ertrag an Glycerin zu hoch. Sie erklart sich teilweise so, dab 
noch etwas Benzoesiure gelist geblieben und dann mit iibergegangen war. 


Versuchsreihe 12. 


100 g Zucker, 40 g oleinsaures Natrium, 150 g Hefe; Volumen: 
1000 ccm. Nach 20 Stunden zeigte eine Probe mit 3 ccm noch die Anwesen- 
heit von Zucker an; es wurden daher 100 g Hefe der Maische abermals 
zugesetzt. Nach weiteren 24 Stunden war aller Zucker vergoren; das Vo- 
lumen betrug 1100 ccm, entsprechend einem urspriinglichen Gehalt an 
Rohrzucker von 99,7 g = 104,98 g Hexosen. Von diesen 1100 com wurden 
1095 ccm (aquivalent 104,5 g Hexosen) mit warmem Barytwasser auf 1400 ccm 
aufgefiillt, um die Oleinsiiure zu fallen. Hefe und Niederschlag wurden 
nun abfiltriert und die Gairprodukte im Filtrat bestimmt. 

300 ccm desselben wurden auf 100 com destilliert und lieferten 9,92 g 
Alkohol; auf den vorhanden gewesenen Zucker berechnet, sind dies 
44,3%. 

Zur Glycerinanalyse dienten 100 ccm Filtrat. Sie ergab einen 
Wert von 0,6133 g = 8,2%. 

An Essigsaure wurde in 500 ccm 1,086 g gefunden, entsprechend 2,9%. 


Von den rein organischen Alkalisatoren wurde zunichst 
das Carbonat des Guanidins, einer starken organischen 
Base, NH: C(NH,),, angewendet. Qualitative Vorversuche hatten 
hier zu dem Ergebnis gefiihrt, daB sich die von unserer Hefe er- 





als allgemeine Folge anorganischer und organischer Alkalisatoren. 213 


tragene Héchstmenge nur auf 10g kohlensaures’Guanidin +) im 
Liter belaufen durfte. Da das Guanidin die Fehlingsche Probe 
stért, so muBte bei diesen Versuchen davon Abstand genommen 
werden, auf etwa noch vorhandenen Zucker mit alkalischer Kupfer- 
lésung zu priifen; seine Abnahme wurde daher polarimetrisch 
kontrolliert. 

Versuchsreihe 13. 


100 g Zucker, 10 g Guanidincarbonat, 150 g Hefe; Volumen: 1000 ccm. 
Nach 16 Stunden wurden 100 g Hefe nachgegeben, um die Garung, die 
triige verlief, zu Ende zu fiihren. Nach weiteren 48 Stunden hatte die 
Hefe sich abgesetzt. Eine Klar filtrierte Probe von 5 ccm wies ein 
schwaches Drehungsvermégen auf. Aus diesem Grunde wurden der Maische 
noch 50 g Hefe zugefiigt. Nach abermals 12 Stunden konnte keine 
optische Ablenkung mehr konstatiert werden. Das Endvolumen machte 
1150 com aus, entsprechend 99,55 g Rohrzucker = 104,8 g Monosacchariden. 

Aus 300 ccm Gargut wurden 12,19 g = 44,6 % Alkohol erhalten. 

Die Glycerin bestimmung wurde mit 100 ccm Gargut vorgenommen 
und ergab 0,776 g = 8,5%, berechnet auf die umgesetzten Hexosen. 

Die in 300 com Giargut ausgefiihrte Essigsiureanalyse lieferte eine 
Essigséuremenge von 0,6744 g, was 2,5°% vom vergorenen Zucker 
ausmacht. 


Unter anderen organischen Alkalisatoren wurde auch ein ein- 
faches Amin untersucht, und zwar das Diath yla min (C,H,),NH. 
Die damit angesetzten Vorversuche hatten gelehrt, daB das 
Amin sehr giftig auf die Hefe wirkte und daB nur 3,25 g davon 
im Liter enthalten sein durften, falls die Garung nicht sehr rasch 
wieder zum Stillstand kommen sollte. 


Da das Diathylamin die Ausscheidung des sich bei der Fehlingschen 
Reaktion bildenden Cu,O beeintriichtigt, so wurde es vor Anstellung der 
Probe erst durch Abdampfen auf dem Wasserbade entfernt. 


Versuchsreihe 14. 


100 g Zucker, 3,25 g Diathylamin sowie 150 g Hefe zum Volumen 
von 1000 ccm. Da die Garung auch hier sehr langsam vor sich ging, so 
wurden nach Ablauf von 24 Stunden zur Maische noch 100 g Hefe gefiigt. 
Nach weiteren 20 Stunden war die Vergiirung beendet. Das Volumen 
des Giarguts betrug am Schlu8 1100 ccm, die den zu Anfang vorhandenen 
100 g Rohrzucker entsprachen. . 


1) Herrn Prof. Marckwald sind wir fiir Uberlassung eines 
Quantums Guanidinperchlorat, aus dem wir das Carbonat darstellten, zu 
Dank verpflichtet. ~ 
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Die Alkoholbestimmung wurde so vorgenommen, da8 die dazu be- 
nutzten 300 com Girgut zuerst mit Schwefelsiure kongosauer gemacht 
und dann anreichernd, dabei zuletzt tiber Lauge, destilliert wurden. Es 
ergab sich ein Alkoholgehalt von 12,81 g = 44,6%. 

In 100 com Gargut waren 0,6756 g Glycerin zugegen, was 7,1% des 
Zuckers bedeutet. 

Die gebildete Essigsiure wurde in 250 ccm Gargut ermittelt, und 
zwar fanden sich 0,546 g, entsprechend 2,3%. 


Des weiteren sind mit Meth ylen bla u(Base und Chlorhydrat) 
mehrere Versuche angestellt worden. Es zeigten sich dabei auffal- 
lende Erscheinungen. Vorliufig sei nur angefiihrt, daB diejenigen 
Ansitze, welche viel Methylenblau, z. B. 150% vom Gewichte des 
Zuckers, enthielten, restlos und so stiirmisch vergoren, daB die 
Umsetzung nach 2 Stunden bereits vollzogen sein konnte, wenig- 
stens mit einer Oberhefe. 


Versuchsreihe 15. 


100 g Zucker, 150 g Methylenblau, 100 g untergiirige Hefe ; Volumen: 
1000 cem. Nach einstiindigem Stehen im Brutschrank begann eine auBer- 
ordentlich heftige CO,-Entwickelung, die sich aber infolge der geringeren 
Garkraft der gerade damals allein zur Verfiigung stehenden Unterhefe wieder 
beruhigte und noch 20 Stunden iiberhaupt aufhérte. Eine entnommene 
Probe von 5 com wurde mit Knochenkohle entfirbt und reduzierte Fehling- 
sche Lésung schwach. Es wurden darauf nochmals 100 g Hefe dem Gargut 
zugefiigt. Nach weiteren 6 Stunden war kein Zucker mehr nachweisbar. 
Das Endvolumen war 1095 ccm, entsprechend 99,5 g Rohrzucker = 
104,7 g Monosacchariden. 

Die Alkoholbestimmung wurde mit 300 ccm Gargut vorgenommen, 
und ergab 13,76 g, was 48,0% ausmachte. 

Da ein blinder Versuch das theoretisch vorauszusehende Resultat 
gehabt hatte, daB das Methylenblau mit der siedenden Jodwasserstoff- 
siure reagiert, seine Anwesenheit also falsche Werte fiir Glycerin ergeben 
hatte, muBte fiir die Bestimmung dieses Kérpers der Farbstoff aus dem 
Giargut entfernt werden. Dies geschah durch Adsorption an Tier- 
kohle, welche abfiltriert und quantitativ ausgewaschen wurde. Die re- 
sultierende klare Lésung wurde dann wie gewoéhnlich analysiert. Es wur- 
den in 100 com 0,3565 g-Glycerin, gleich 3,8% gefunden. Schon der 
Alkoholertrag hatte gelehrt, daB das Methylenblau fast von keinem EinfluB 
auf die gewohnliche Verteilung der Garungsendprodukte war. 

td 


Versuchsreihe 16. 


Als Alkalisator wurde schlieBlich noch Alanin angewendet («-Amino- 
propionsiure CH,-CH(NH,)-COOH). Das Alanin wird in gréBten 
Mengen vertragen. E 
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50 Rohrzucker, 50 g d,1-Alanin, 50 g Oberhefe; Volumen: 500 ccm. 
Die Hefe hatte sich nach 36 Stunden abgesetzt. Die Fehlingsche Probe 
fiel positiv ats. Es wurden nun noch 50 g Hefe nachgegeben, wodurch 
die Vergirung in weiteren 6 Stunden zu Ende gefiihrt wurde. Das End- 
volumen war 545 ccm, entsprechend 52,1 g in 49,5 g umgesetzten Rohr- 
zucker enthaltenen Hexosen. Das beim Eindampfen reichlich wieder- 
zugewinnende Alanin zeigte weder in wisseriger noch in salzsaurer Lésung 
eine Drehung, auch nicht in Gegenwart des stark die Aktivitaét steigern- 
den?) CaCl, . 

Fiir die Alkoholanalyse wurden 300 ccm Girgut verarbeitet; sie 
ergab 13,13 g = 45,8% Sprit. 

Die Glycerinbestimmung wurde in 75 com Gargut vorgenommen. 
Es wurde gefunden 0,355g Glycerin; das sind 4,9% des vergorenen Zuckers. 

Zur Essigsiureermittelung dienten endlich 300 cem Gargut. Sie ent- 
hielten 0,732 g oder 2,5% der Hexosen an Essigsiaure. 


Die vorstehend beschriebenen Versuche tun in ihrer Ge- 
samtheit dar, wie allgemein einfache anorganische (und 
organische) Verbindungen in den physiologischen 
Zuckerabbau eingreifen, indem sie diesen Vorgang 
iberraschenderweise in qualitativer Hinsicht weit- 
gehend abandern. 

Neben allgemeinen biologischen Gesichtspunkten erhebt sich die 
experimentell zu priifende Frage*), ob bei der bekannten, empirisch ge- 
fundenen Behandlung des Diabetes mit alkalischen Wissern entsprechende 
Beeinflussungen mit im Spiele sind. 


1) P. Pfeiffer, B. 48, 1941. 1915. 
2) s. a. C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 
281. 1920. 











Berichtigung 


zur Mitteilung von S. Partos ,,Uber einen neuen himatinartigen 
krystallisierten Kérper“. 


Diese Zeitschr. 105, 49. 1920. 
An mehreren Stellen, wo als Reduktionsmittel Natriumhypo- 


sulfit erwihnt wird, ist Natriumhydrosulfit, Na,S,0,, ge- 
meint. 








Muneo Kumagawa jf. 


Erst jetzt ist hierher die Mitteilung gelangt, daB 
Herr Professor Muneo Kumagawa in Tokio am 
7. April 1918 verstorben ist. Der japanische Gelehrte, 
der 1858 in Fukushima geboren wurde, hat 1883 an der 
Universitat in Tokio seine Studien beendet und sich 
in den Jahren 1884—1889 in Berlin unter der Leitung 
Ernst Salkowskis eine griindliche Sonderausbil- 
dung auf dem Gebiete der Biochemie erworben. 1891 
wurde er zum ordentlichen Professor der physiolo- 
gischen Chemie an der Universitat in Tokio und 1917 
zum Direktor der medizinischen Fakultaét daselbst 
ernannt. 

Der Heimgegangene hat die Wissenschaft mit 
einer Reihe wichtiger Ergebnisse geférdert, die 
simtlich in deutscher Sprache publiziert sind. Er- 
wahnt seien seine Arbeiten iiber die Wirkung anti- 
pyretischer Mittel auf den Proteinumsatz und seine 
Studien iiber den EiweiBbedarf; zu dieser Frage hat 
er durch vergleichende Untersuchungen iiber die Er- 
nahrung mit gemischter und rein vegetabilischer Kost 
wertvolle Beitrige geliefert. Mit Salkowski zu- 
sammen ver6ffentlichte er eine Studie iiber freie und 
gebundene Salzsiure im Magensaft. Seine Unter- 
suchungen zur Frage der Entstehung von Fett aus 
EiweiSkérpern sowie weiter das von ihm verfolgte 
“Problem der Zuckerbildung aus Fett sind wohl die 
Veranlassung zur Ausarbeitung seiner bekannten 
Methode zur Bestimmung von Lipoiden gewesen, die 
er zusammen mit K. Suto geschaffen und ausfiihrlich 
in dieser Zeitschrift im Jahre 1908 beschrieben hat. 
Dieses Verfahren ist Gemeingut aller Biologen und 
Nahrungsmittelchemiker geworden ebenso wie seine 
Modifikation der Pav yschen Methode der Zuckerana- 
lyse, die sich durch groBe Einfachheit auszeichnet 
und zersetzliche sowie teure Reagentien vermeidet. 

Viele der jiingeren Biochemiker Japans_ ver- 
danken dem ausgezeichneten Lehrer und Forscher 
Kumagawa ihre Ausbildung. 

: C. N. 
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Zur Theorie der Invertasewirkung. 


Von 
L. Michaelis und M. Rothstein. 


(Hingegangen am 9, Juli 1920.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fir den groBen EinfluB, den die H-Ionen auf die Geschwin- 
digkeit der Fermentprozesse ganz besonders nach den grund- 
legenden Versuchen von S. P. L. Sérensen?) haben, wurde in 
friheren Arbeiten aus unserem Laboratorium eine theoretische 
Deutung versucht*). Dieser Theorie liegt die Beobachtung 
zugrunde, daB bei der Invertase die Anfangsgeschwindigkeit 
der Fermentwirkung, als Funktion von py dargestellt, ganz all- 
gemein gesprochen die Form einer Dissoziationskurve oder Disso- 
ziationsrestkurve hat. Die auf Grund dieser Beobachtung ent- 
wickelte Theorie der Reaktionsgeschwindigkeit der Invertase 
hat aber noch eine Liicke, die wir uns nunmehr auszufillen 
bemihen wollen. 

+ Der Theorie wurde die Annahme zugrunde gelegt, daB die 
Invertase eine Saiure sei und da8 die Geschwindigkeit ihrer Wir- 
kung der Konzentration der undissoziierten Invertasemolekiile 
proportional sei. Unter dieser Annahme hat der Parameter jener 
Kurve die physikalische Bedeutung der Sauredissoziationskon- 
stanten der Invertase. 

In einer zweiten Arbeit*) wurde dann die Abhingigkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit von der Zuckerkonzentration unter- 
sucht und gedeutet unter der Annahme, daB die Saccharose mit 
der Invertase eine Verbindung eingehe, welche spontan nach Art 
einer monomolekularen Reaktion in die Endprodukte des Prozesses 
zerfallt. 

Nunmehr galt es, diese beiden Anschauungen unter einem 
gemeinsamen Gesichtspunkt zu vereinen. Denn in der ersten 

1) S§. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131. 1909. 


2) L. Michaelis und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 35, 386. 1911. 
%) L. Michaelis und Mi8 Menton, diese Zeitschr. 49, 333. 1913. 


Biochemische Zeitschrift Band 110. 15 














218 L. Michaelis und M. Rothstein: 


Arbeit hatten wir noch keinerlei Vorstellung tiber den Mechanis- 
mus der Fermentwirkung zugrunde gelegt. Wenn wir nun auf 
Grund der zweiten Arbeit annehmen, daB Invertase und Zucker 
eine Verbindung bilden, so verliert der Parameter der Invertase- 
Py-Kurve seine Bedeutung als Dissoziationskonstante k der 
Invertase. Dies wurde in einer weiteren Arbeit!) theoretisch 
entwickelt und es wurde abgeleitet, da8 der graphisch ermittelte 


k 
Tta-8’ 
wo k die Sauredissoziationskonstante der Invertase, a die Affi- 
nitétskonstante der Saccharose-Invertaseverbindung = 60 und 
S die Konzentration der Saccharose ist. Der Parameter g 
muBte somit eine Funktion der Konzentration der Saccha- 
rose (8) sein, wenn die ganze Vorstellung richtig war. Dies wird 
in der vorliegenden Arbeit experimentell gepriift. 

Der experimentelle Teil zeigt nun aber, daB der Parameter ¢ 
unabhiangig ist von der Zuckerkonzentration. Wenn wir eine 
Versuchsreihe ansetzen mit konstanter Zuckerkonzentration und 
wechselndem p, und die fir ein beliebiges py, beobachtete 
Wirkungsgeschwindigkeit ausdriicken in Bruchteilen der bei 
gleicher Zucker- und Fermentkonzentration und optimalem py 
herrschenden Geschwindigkeit oder mit anderen Worten als 
Bruchteil der fiir die gegebene Ferment- und Zuckerkonzentration 
maximal erreichbaren Geschwindigkeit, so erhalten wir eine Kurve 
von der allgemeinen Form einer Dissoziationskurve mit einem 
ganz bestimmten Parameter. Nach der in der letzten. Arbeit 
entwickelten Theorie hatte dieser Parameter, wenn die Zucker- 
konzentration in den einzelnen Versuchsreihen von 1% bis 15%, 
d. h. von 0,0294 molar bis 0,438 molar variiert wurde, von 
1,1- 10°? bis 0,110-10~7, also fast genau um das 10fache des 
Wertes, oder der log der Konstanten g von 6,96 bis 7,96, also um 
den Betrag 1,0%) sich andern miissen. Diese Anderung liegt weit 


Parameter gq unter dieser Annahme die Bedeutung hat g = 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 60, 91. 1914. 

*) H. v. Euler und Laurin, Zeitschr. f. physiol. Chemie 110, 55, 
1920, haben neuerdings die Konstante a nach unserer Methode nochmals 
bestimmt und einen der GréBenordnung nach ahnlichen, aber nicht véllig 
identischen Wert gefunden (38,5 statt 60). Legen wir diesen Wert der Be- 
rechnung zugrunde, so wiirden sich die logarithmischen Parameter um 
0,9 statt 1,0 unterscheiden miissen. Das macht fiir die weiteren Betrach- 
tungen nichts aus. 
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auBerhalb der Fehlergrenzen. Es zeigt sich aber im Versuch 
nichts von dieser Anderung: der Parameter bleibt immer der 
gleiche, welche Zuckerkonzentration wir auch im Versuch an- 
wenden. 

In Abb. 1 sind die mit verschiedenen Zuckerkonzentrationen 
ausgefiihrten Versuchsreihen dargestellt. Die mit derselben Zucker- 
konzentration angestellten Versuche sind mit dem gleichen Zeichen 
versehen. Alle Punkte aus den Versuchen mit den verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen lassen sich ohne Zwang auf eine einzige 
Dissoziationskurve unterbringen mit dem (logarithmischen) Para- 
meter 6,50 bei 24,5°. In der ersten Arbeit wurde er = 6,70 bei 
22° gefunden, eine Abweichung, die wohl innerhalb der Versuchs- 
fehler liegen dirfte. In der Bewertung der Zahlen. geben wir 
dem jetzigen Befund infolge der gréBeren Erfahrung in der Tech- 
nik den Vorzug. 

Was die Genauigkeit der einzelnen Punkte betrifft, so lehrt 
ein Blick auf die Zeichhung, daB in Anbetracht der aus den 
Optimumversuchen (py 3,7 bis 4,5) ersichtlichen Fehlerbreite die 
Ubereinstimmung mit der Dissoziationskurve so gut ist, wie erwar- 
tet werden kann. Zum mindesten in recht guter Anniherung gibt 
die nach der Theorie gezeichnete Kurve den wahren Verlauf wieder. 
Andererseits ist nicht zu leugnen, daB eine weitere Herabdriickung 
der Fehlergrenzen erwiinscht wire, um festzustellen, wie groB 
die Genauigkeit ist, mit der die Dissoziationskurve und die Ge- 
schwindigkeits-p,-Kurve wirklich iibereinstimmen. Jedenfalls 
kénnte es sich, wenn tiberhaupt, nur um geringfigigste Ab- 
weichungen handeln, welche keinen AnlaB geben kénnen, die 
Grundziige der Theorie zu verindern. Es wire z. B. denkbar, 
daB die unserer Theorie zugrunde liegende Annahme von dem 
vollkommenen molekulardispersen Zustand des Ferments_ nur 
angenahert zutrifft, woraus leichte Verinderungen im Verlauf 
der Kurve sich erkliren wiirden'), ohne da8 die Grundanschauung 
tiber das Wesen der Wirkung der H-Ionen geindert zu werden 
braucht. Es soll unsere zukiinftige Aufgabe sein, diesen Punkt 
eingehender zu erforschen; fiir unser heutiges Problem, die Ver- 
schiebung des Parameters mit der Anderung der Zuckerkonzen- 
tration, geniigt aber das jetzige Material. 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 106, 83. 1920. 
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Nach der Theorie hatten nimlich die beiden den duBersten 
Zuckerkonzentrationen entsprechenden Dissoziationskurven, wie 
sich aus den oben angefiihrten Zahlen ergibt, um praktisch genau 
eine ganze Abscisseneinheit horizontal verschoben sein miissen 
(Kurve V in Abb. 1). Es zeigt sich aber, daB die erwartete Ande- 
rung des Parameters mit der Zuckerkonzentration nicht eintritt. 
Folglich mu8 unsere urspriingliche Annahme einen Fehler ent- 
halten, und wir miissen versuchen, ob sich eine Annahme finden 
lat, mit der sich diese Konstanz des Parameters vereinigen laBt. 
Eine solche 146t sich nun in der Tat leicht finden. Sie hat sogar 
noch den Vorzug vor der urspriinglichen, daB sie die gesuchte 
Gedankenbriicke zwischen der ersten Arbeit und der zweiten viel 
besser schligt und die Rolle der Enzym-Substratverbindung, 
welche in der ersten Arbeit etwas zu kurz gekommen ist, viel 
besser hervortreten 14Bt. 

Die Annahme, welche die gesamten Erscheinungen nunmehr 
einheitlich zum Verstandnis bringt, ergibt sich durch eine ganz 
leichte Modifikation der urspriinglichen. Wir stellen beide Auf- 
fassungen nebeneinander. 





Altere Auffassung: 

Invertase ist eine Siure. 
Thre undissoziierten Molekiile 
verbinden sich mit Zucker zu 
einer Verbindung, welche mono- 
molekular spontan zerfallt. Der 
Parameter der Geschwindig- 
keits-p,-Kurve hat die Bedeu- 


k 
ei 





Neuere Auffassung: 

Invertase verbindet sich 
mit Saccharose zu einer Ver- 
bindung, welcheeineSaure 
ist. Die undissoziierten Mole- 
kiile dieser Saure zerfallen spon- 
tan in monomolekularer Reak- 
tion. Der Parameter der Ge- 
schwindigkeits-p,-Kurve ist die 

Sauredissoziationskonstante 

dieser Saccharose-Invertasever- 
bindung. 


Ob die ,,freie‘‘ Invertase selbst eine Saure ist, ist bei der 





neueren Auffassung zunichst offen gelassen. Es ist allerdings 
in Erwagung der schon friiher von uns gefundenen Tatsachen, 
nimlich daB Invertase von Eisenoxyd oder Tonerde, aber nicht 
von Kaolin adsorbiert wird und daB sie selbst bei saurer 
Reaktion noch anodisch wandert, wahrscheinlich, da8 auch die 
, freie“‘ Invertase eine Saure ist. Jedoch mu8 man in der Deu- 
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tung dieser Befunde vorsichtig sein, da wir keinen Beweis dafir 
haben, daB in unserer zuckerfreien Fermentlésung die Invertase 
in ,,freiem‘* Zustand vorhanden ist. Es ist denkbar, daB die 
Eigenschaften, die scheinbar die ,,freie‘‘ Invertase charakteri- 
sieren sollen, sich auf irgendeine Verbindung des eigentlichen Fer- 
ments mit irgendeinem sauren Kérper, sagen wir etwa Nucleinsiure, 
beziehen. So haben Pekelharing und Ringer’) gezeigt, daB die 
Befunde iiber die elektrische Ladung und Umladung von Pepsin, 
welche Michaelis und Davidschn®) machten, nicht auf freies 
Pepsin, sondern auf eine Pepsin-Peptonverbindung zu beziehen 
sind. Pekelharing ‘und Ringer zeigten, daB ein nach der 
Pekelharingschen Methode aus Hundemagensaft dargestelltes 
Pepsin anodisch wandert und sich auch bei sehr saurer Reaktion 
nicht umladen l48t. Sie meintef urspriinglich, daB sie nunmehr 
die Eigenschaften des reinen Pepsins gefunden hatten. Ringer 
1a8t aber in einer spateren Arbeit*) selbst noch die Méglichkeit 
offen, daB selbst das Pe kelharingsche Pepsin ,,eine Verbindung 
ist von einem eiweiBartigen Kérper mit dem eigentlichen Enzym“ 
Es folgt eigentlich daraus nur, daB wir iber die physiko-chemische 
Beschaffenheit des_,,reinen“ Ferments tiberhaupt noch nichts 
Gewisses aussagen kénnen. Unsere jetzigen Versuche berechtigen 
nur zu dem SchluB, daB die Verbindung der Invertase 
mit Saccharose eine Saure ist und weiterhin, daB diese Saiure 
unter den Bedingungen unseres Versuchs in molek ular-dis per- 
ser Form gelést ist. Denn die Dissoziationskurve dieser Verbin- 
dung ist nur die einer molekular-dispersen Séure und zeigt inner- 
halb der bisher erreichbaren Genauigkeitsgrenzen keine von den 
Abweichungen, welche nach den theoretischen Untersuchungen 
von L. Michaelis‘) bei einer kolloidalen Séure zu erwarten waren. 

Ferner stehen mit dieser Auffassung nun auch die Beobach- 
tungen von Abderhalden und Fodor) in Einklang, welche 
gezeigt haben, daB bei der Wirkung der Endotryptase der Hefe 

1) C. A. Pekelharing und W. E. Ringer, Zeitechr. f. physiol. 
Chemie 75, 282. 1911 

*) L. Michaelis und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 28, 1. 1910. 
Die Beobachtung ist neuerdings von Northrup (Journ. of gen. Physiol. 2, 
465. 1920) bestatigt worden. 

3) W. E. Ringer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 95, 212. 

4) L. Michaelis, diese Zeitschr., 106, 225. 1920 

5) E. Abderhalden und Fodor, Fermentforschung 1, 533. 1916. 
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auf verschiedene Polypeptide das py-Optimum je nach dem 
angewandten Polypeptid ein anderes sei. Unter der zwar noch 
nicht bewiesenen, aber doch sehr méglichen Voraussetzung, daB 
das Hefeferment, welches all diese verschiedenen Polypeptide 
angreift, einheitlich ist, wiirde auch aus diesen Beobachtungen 
hervorgehen, daB8 die Wirkung der H-Ionen sich nicht allein 
auf das Ferment, sondern auch auf die Ferment-Substratverbindung 
bezieht. Es ist durchaus méglich, daB die saure Natur dieser Fer- 
ment-Substratverbindung je nach der Art des angewandten 
Polypeptids verschieden ist und daher auch das p,-Optimum 
fiir jedes Substrat ein anderes ist. Es geht aber nicht; wie Abder- 
halden und Fodor meinen, daraus hervor, daB die Dissoziations- 
theorie zur Erklarung der p,-Wirkung prinzipiell falsch sei; 
es geht nicht daraus hervor, daB die Anwendung des Massen- 
wirkungsgesetzes prinzipiell unrichtig sei und daB die Ferment- 
Substratverbindung sich unter allen Umstainden wie ein hoch- 
kolloidaler Kérper verhalten mu8. Dies kann natiirlich so sein, 
und es ist gewi8 zum mindesten in allen den Fallen, bei denen schon 
das Substrat eine hochkolloidale Beschaffenheit hat, wie dena- 
turiertes EiweiB, Starke u. a., nicht zu bezweifeln, daB die Gesetze 
der Dissoziation in molekular-dispersen Lésungen nicht unver- 
andert anwendbar sind. Aber wir glauben gerade an der Invertase 
gezeigt zu haben, daB bei Fermentprozessen die Kolloiditat nicht 
nur des Substrats, sondern auch der Substrat-Fermentverbindung 
nicht unbedingt immer vorhanden sein muB. Das ist insofern 
von Bedeutung, als zur Erklarung der Fermentwirkung, insbeson- 
dere aber der Wirkung der hydrolysierenden Fermente kolloid- 
chemische Gesichtspunkte nicht zur Grundlage gemacht zu werden 
brauchen, und fiir die Erforschung der allgemeinen Fermentilehre ist 
es daher niitzlich, sich zunichst an diejenigen Fermente zu halten, 
bei denen etwaige, durch die Kolloiditét von Substrat oder Ferment 
geschaffenen Komplikationen méglichst vermieden werden. In die- 
ser Hinsicht halten wir die Invertase fiir das geeignetste Ferment. 

Uber den Verlauf des bei stark saurer Reaktion wieder 
absteigenden Schenkels haben wir weitere Untersuchungen nicht 
angestellt. In der friheren Arbeit wurde schon auseinander 
gesetzt, weshalb exakte Messungen in diesem p,-Gebiet tiberhaupt 
nicht ausfiihrbar sind. Es liegt daran, daB® in diesem Gebiet 
nicht nur die Wirkung des Ferments geschwiicht, sondern daB 
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gleichzeitig das Ferment in irreversibler Weise zerstért wird. 
Unsere frithere Deutung des absteigenden Schenkels war die, 
da8 die Invertase nicht nur eine Saure, sondern bei starker saurer 
Reaktion auch eine Base sei und daB die Kationen des Ferments 
erstens fermentativ unwirksam und zweitens eine spontane 
irreversible Anderung durchmachten. 


Diese Deutung ist auch jetzt noch durchaus méglich. Jedoch bedarf 
dieser Punkt einer besonderen Bearbeitung. Wir méchten aber schon hier 
darauf hinweisen, daB bei dem heutigen Stand der Auffassung auch noch 
eine andere Deutung zulissig ist. 

Unsere jetzige Annahme lieBe sich durch die chemische Gleichung 
ausdriicken: 

1 Mol freie Invertase + 1 Mol Saccharose == 1 Mol Saccharose- 
Invertase-Séure Wenn wir auf diese Gleichung das Massenwirkungs- 
gesetz anwenden, so machen wir stillschweigend die Voraussetzung, daB 
die freie Invertase nur in einer einzigen Form vorhanden ist, d. h. daB sie 
entweder eine so starke Saure ist, daB sie innerhalb des Bereichs, in dem 
unsere Versuche sich abspielen (von py = 10,0 bis etwa p, = 3,5), prak- 
tisch immer total dissoziiert ist, also praktisch nur als Anion auftritt; 
oder aber daB die freie Invertase eine so sch wache Siaure ist, daB sie inner- 
halb dieses p,-Bereichs praktisch iiberhaupt nicht dissoziiert ist und, wenn 
iiberhaupt, erst bei noch héherer Alkalitét Anionen zu bilden beginnt. 
Jedenfalls ist es nicht denkbar, daB sie eine Siure von derartiger Konstante 
sei, daB sie innerhalb des untersuchten p,-Bereiches ihren Dissoziations- 
zustand merklich anderte. 

Sollte sich nun herausstellen, daB die freie Invertase eine auBerst 
schwache Siure ist, so wire der bei stark saurer Reaktion absteigende 
Schenkel unserer Kurve bisher durch keine andere Annahme zu erkliren 
als durch die obige, nimlich durch die Annahme ihrer amphoteren Natur. 
Sollte es sich aber herausstellen, daB die Invertase eine sehr starke Saure 
ist, so kann man ihr Verhalten bei saurer Reaktion dadurch erklaren, 
daB bei einer solchen (p, < 3,5) die Dissoziation der freien Invertase 
(und damit vielleicht auch gleichzeitig ihre Dispersitét) herabgedriickt zu 
werden beginnt. In diesem Falle wire die Invertase-Saccharose-Verbin- 
dung eine schwiichere Siure als die freie Invertase, im ersteren Falle wire 
sie eine starkere Siure. Der Umstand, daB bei den Uberfiihrungsversuchen 
Invertase auch bei saurer Reaktion anodisch wandert, wiirde dafiir sprechen, 
daB sie eine sehr starke Saure ist. In dem ersten Fall wiirde also die 
Séurenatur des Ferments durch die Bindung an die Saccharose verstarkt 
werden, wie etwa die saure Natur der Borsiure durch Bindung an einen 
Zucker erhéht wird. Im zweiten Falle wiirde die saure Natur der Inver- 
tase durch Bindung an Saccharose herabgesetzt werden, etwa so wie die 
Aciditét der Phosphorsiure durch eine esterartige Verbindung mit einem 
Zucker vermindert wird. Um die Entscheidung zwischen diesen Méglich- 
keiten zu treffen, sind aber noch weitere Untersuchungen erforderlich. 
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Versuche. 


Die Invertase wurde in folgender Weise hergestellt. Backer- 
hefe wurde mit dem doppelten Volumen Wasser und etwas 
Chloroform 2 Tage im Brutschrank digeriert, dann mit Essig- 
siure angesiuert, mit Kaolin durchgeschittelt und filtriert. Die 
Lésung wurde in einigen Versuchsreihen unmittelbar so benutzt, in 
anderen erst, nachdem durch 1—2tagiges Dialysieren die Essig- 
siure zum gréBten Teil entfernt war. Alle Versuche wurden 
im Wasserbad von 24,5° + 0,1° ausgefiihrt; die Versuchsanord- 
nung war ganz ahnlich wie in der fritheren Arbeit. Puffer: Phos- 
phat-, Acetat-, Glykokollgemische. Die Zusammensetzung der 
Puffer wurde so eingerichtet, daB ihre Konzentration nur selten 
bis 0,1 normal an Kationen stieg und meist weit darunter blieb, 
so daB wir von der Salzwirkung der Puffergemische praktisch 
absehen kénnen. 


Zwar geht aus neveren Untersuchungen von Fales und Nelson’) 
hervor, daB die Wirkung von Salzen auf die fermentative Zuckerspaltung 
nicht unter allen Umstinden zu vernachlissigen ist. Diese Autoren fanden, 
daB im pg-Optimum zwar eine hemmende Wirkung von NaC! sich erst in 
sehr hohen Konzentrationen (2fach normal) bemerkbar macht, daB da- 
gegen bei pq<oder> als py-Optimum schon geringere NaCl-Konzentrationen 
hemmend wirken. Fiir diejenigen Salzmengen, welche in unsern Puffer- 
lésungen enthalten sind, diirfte aber diese hemmende Wirkung auf alle 
Fille sehr klein sein, wenn man die hemmende Wirkung der Phosphat- 
salze etwa ebenso groB annimmt, wie sie die Autoren fiir NaCl fanden. Wir 
glauben daher, keinen praktisch bemerkbaren Fehler zu begehen, wenn wir 
von der ,,Salzwirkungt unserer Puffer absehen. Es handelt sich hierbei 
offenbar’um ahnliche Salzwirkung wie bei den ,,Salzfehlern“ der Indika- 
toren, tiber deren Theorie und Praxis kiirzlich in unserm Laboratorium 
Untersuchungen gemacht worden sind*). Die Analogie geht sogar, soviel 
man aus dem Material von Fales und Nelson schlieBen kann, so weit, 
da8 in beiden Fallen die Salzwirkung in einer Horizontalverschiebung 
der Dissociationskurve besteht, so daB ein Einflu8 der Salze auf den Ver- 
lauf der Kurve nur in ihrem mittleren Teil bemerkbar ist, wihrend bei 
Anniherung an das Maximum (9 = 1) und an das Minimum (9 = 0) der 
EinfluB der Salze auf den Verlauf der Kurve verschwindet. 


Die Unterbrechung der Fermentwirkung geschah dadurch, 
daB je 10ccm des Versuchsgemisches mit 2ccm gesattigter 
Sodalésung versetzt wurden. Bei allen Versuchsreihen von 15% 
bis herab zu 2% Zuckerkonzentration legten wir der Berechnung 


1) Fales und Nelson, Journ. Amer. Chem. Soc. 3%, 2769. 1915. 
*) Michaelis und Gyement, diese Zeitachr. 109, 165. 1920. 


Fortsetzung auf 8. 230, 
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Tabelle I. Versuchsreihe mit einer Zuckerkonzentration 
von 15°/, = 0,438 molar. 
t= Zeit in Minuten. a—= Drehung sur Zeit ¢ in Graden; gemessen in einem 18,94 cm 


langen Rohr, umgerechnet auf die Konzentration vor Zufiigung der Sodalésung. 
z Drehungsabnahme. 








Zusammensetzung 
der Lisung 


x/t Mittel 
ber.auf com 
| Ferment 











15,10 | 
| 13, 79 |1 31 0, 131 
1 


| ®/,-Essigsiure 5ecm 
} 2'50 (2160 j0,130 3181 


| Wasser 10cem 
| Ferment 5ecm 
2 | 30proz. Zuckerlsg. 20ccm 
| */,-Essigsiure 4cem 15, 8 
»/,-Na-Acetat leem 
| Wasser 10cem 
Ferment 5ecm 
| 30proz. Zuckerlsg. 20ccm 
| ®/,-Essigsiure 4ccm 0 —_ 
| =-Na-Acetat _1cem 111 | 14°14 |1,65 |0,150 
Wasser 10ccem |20 | 12,88 /2,91 ‘0, 145 
Ferment 5ecm | 
30proz. Zuckerlsg. 20cem | 
2/,-Na-Acetat 2ecm 15,10 
»/,-Essigsaure 2ecm 13,76 | 1,34 |0,184 Jou 
Wasser 1leem 12, 44 366 | 0,133 ’ 
Ferment 5ecm 
30 proz. Zuckerlsg. 20ccm | 
®/,-Na-Acetat 2cecm | 15,09 | | | 
Wasser 13cem | 13,70 | 1,39 | 0,1260 }0,1235 
Ferment 5ecm | 12, "48 |2,61 0.1186 Reuben 
30 proz. Zuckerlsg. 20 ccm 
m/,, sek. Phosph. 6ccm 15,44 | REP 
™/ys prim. ,  4cecm 12:94 | 2,50 | 0,100 40,100 
| Wasser 5ccm 11,28 }4,16 {0,100 JY | 
Ferment 5cem | 
30 proz. Zuckerlsg. 20 ccm | | 
0,36 mol. gad 3cem | ‘i 5] 
m/,, prim. Phosph. 3ccm (0,043: 
3,05 |0,0598 |} 1598 


| 30 proz. Zuckerlsg. 20ccm | 
| 








40,148 














Wasser 9ccm 
Ferment 5ecm 
30 proz. Zuckerlsg. 20 ccm 
| 0,36 mol. — sil 3ccm 
| ™/,5 prim. Phosph. 1ccm 0,0525 | 
| Wasser lleem | { | 0,0518 }.0,0523 | 
Ferment 5cecm 
by pe Pe 20cem | - 
mol. se 4ccm 13, 7 10, eani 
Wasser Lcem |f “23 63 | 13/21 | 1,86 | 0,0294 }0,0267) 
Ferment Seem 
30 proz. Zuckerlsg. 20ccm 15, 30 
0,36 mol. sek. Ph. 6ccm 14, 34 0,96 | 0,0228 0,0219| 
| Wasser 9ecm 14.25 | 1,05 | 0.0202 } 
| Ferment 5ecm 























| 
| 
J 
| 
| 
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Tabelle I. 
Versuchsreihe mit einer Zuckerkonzentration 
von 10°/, = 0,29 molar. 
es Ses ; as 
Zusammensetzung = 4 e - 
My. der Lisung cecil Hedi aciyr yal Be: AGE i si} 
ws™ 2s 
1 = — se ping 20 ccm 0 | 11,27 
tandardacetat 5 ccm 15 | 10,62 | 0,65 | 0,0433 
Wasser 12,5 ccm lo 25 | 10,21 | 1,06 | 0,0424 Jo,0429 1,017 
ermen 5 ccm 
2 | 20proz. Zuckerlsg. 20 cem 
Standardacetat 5 ccm 451 0 | 10,94 by 
Ferment 2beem|} | a1 | 9498 [1°66 | o-0405 }°0888 (S| 0,920 
3 | 20proz. Zuckerlsg. 20 cem 
| Standardacetat Seem |{, 54/0 | 11,00 
bjoared 12,5 ccm |(™ . _ 1,38 | 0,046 lo 045 1.066 
erment 2,5 ccm 4 ,01 | 1,99 | 0,044 ‘ ’ 
4 || 20proz. Zuckerlsg. 20 ccm 
2/,-Na-Acetat 5 ccm | 0 | 11,07 0.865 
»/,-Essigsiure 0,5. ccm |'5,46/ 20 | 10,37 |0,70 | 0,0350 _ 
0,0365 
Wasser, Jem 40 | 9,54 | 1,53 | 0,0382 ||” 
ermen 5 com 
5 || 20proz. Zuckerlsg. 20 ccm 
ee Bc ‘ 2 oe 5 ane 
»/,-Essigsiure 5 ecm |55,4 10,33 | 0,7 5 
Wasser 2 eem |{ "| 40| 9,64 | 1,40 |0,0350 0353) | 0,836 
ermen 5 ecm 
6 || 20proz. Zuckerlsg. 20 com 
m/,,sek.Phosph. 6ccm 0 | 11,09 0.758 
™/,5prim. ,, 4 ccm |55,85| 15 | 10,13 | 0,96 | 0,064 ’ 
0,0318 
ee — 30 | 9,19 | 1,90 | 0,0633 |j™ 
ermen ccm 
7 a a pe 7 wn tenets 
2/,-Na-Acetat cem 10,60 | 0, ,0 
Waseer 12,5 cem so 40 | 9,996] 1,204/ 0,0301 }0,030 0,715 
ermen .5 com 
8 hor EE ge Pe 0} 11,11 ans 
m/,,sek. Phosph. 7 ccm 20 | 9,96 | 1,15 | 0,057 
hs prim. , Seem I 40 | 8.84 |2/27 | 0,0567 }0,0285 0,677 
asser ccm 
Ferment 5 ccm 
9 | 20proz. Zuckerlsg. 20 ccm 
m/,,sek.Phosph. 8ccm 0 nee jnanp 
™/,, prim. 2 ccm |96,37| 22 | 10,46 | 1,10 5 
Wasser S 5 com "| 40 | 9,58 | 1:98 |0,0495 }o,026 0618 
ermen ccm 
10 | 20proz. Zuckerlsg. 20 ccm 0 | 11,448) 
0,36 mol. sek. Ph. 3ccm 26 | 10,668} 0,780) 0,0300 lo 0155 0.368 
we prim. Phosph. 5cem |/6,77| 40 | 10,176) 1,272) 0,0318 |j~° ’ 
asser 7 ccm 
Ferment 5 com 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








| } 
| | 


Pa | 


| 
| 
| 
} 


Zusammensetzung 


t | a—a 
der Lisung costae us 


a/t Mittel 
ber.a.2,5 ccm! 
Ferment 











20 proz. Zuckerlsg. 20 ccm 

0,36 mol.sek. Ph. 3ccm 0) 11,35 
™/,, prim. Phosph. 3.com |/6,82| .25 | 10,68 40.0145 
Wasser 9cem | 45) 9,94 | 1,41 |0,0313 / ” 


Ferment 5 cem | 








. 


89 11 10°62 0,0232 
6,89| 31 10,62 
53| 10/00 | 1:34 | 0,0247 |} 0120 


20 proz. Zuckerlsg. 20 cem | 
0,36 mol. sek. Ph. 3ccm | 
™/,, prim. Phosph. 2,5 cem | 

Wasser 9,5 cem | 
Ferment 5 ecm | 








20 proz. Zuckerlsg. 20 cem | 
0,4n-Glykokoll 3,3 cem | 0 | 11,04 

0,18n-NaOH — 6,7 ccm |19,23 | 231 | 10,92 | 0,12 0,00052'} 0,00026 
Wasser lcem | iG. v4 
Ferment 9 ccm | 

















Tabelle III. 


Versuchsreihe mit einer Zuckerkonzentration 
von 5°/, = 0,146 molar. 








| 

| | a/t 
Zusammensetzung Naa lber.aat| z/é | 
a der Lésung See * | 10cem Mittel 
Ferment | 





| "/,-Essigsiure 5 ccm 
| ®/,-Na-Acetat 1 cem 
| Wasser 21,5 com 
| Ferment 2,5 ccm 


2 | 20proz. Zuckerlsg. 10 cem 
| ®/,-Essigsiure 3 ccm 
| 2/,-Na-Acetat 2 cem 
| Wasser 22,5 cem 
| Ferment 2,5 ccm 


3 | 20proz. Zuckerlsg. 10 ccm 
™/is-sek. Phosph. 3 ccm 
| "/sg prim. ,, 7 ccm 
, Wasser 17,5 ccm 
Ferment 2,5 com 





4 20 proz. Zuckerlsg. 10 ccm 
| ™/y3 sek. Phosph. 3 ccm ||. 
| /ys prim. ,, 7 ccm | 6,00 0,700 
| Wasser 17,5 cem | 
|, Ferment 2,5 cem | 
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Tabelle III (Fortsetzung). 








a/t 
Zusammensetzung Pu ea 


der Liésung 10 com 
Ferment 





20 proz. Zuckerlsg. 10 ccm ) 





0,36 mol. sek. Ph. 2 ccm 
*/,, prim. Phosph. 3 ccm 
Wasser 22,5 cem 
Ferment 2,5 ccm 
20 pr. Zuckerlsg. 12,5 cem 
0,2 n-Glykokoll 12,5 cem oe 

0,18 n-NaOH 7,5 com 

Wasser 5 ecm é 

Ferment 12,5 ccm 

20pr. Zuckerlsg. 10 ccm 

0,6 n-Glykokoll 10ccm 

0,18 n-NaOH 10 ccm 

Ferment 10 com 

20 pr. Zuckerlsg. 12,5 ccm 

0,2 n-Glykokoll 12,5 cem 0.00292! 


0,400| 0,1066 
0,530) 0,1058 }0,1063 


0,01138 
8,16 0'01218 }0001178 


O-oab4 (}0:0058 


0,i8n-NaOH 12,5 ccm 0°00327|10:0031 
Ferment 12, 5 ccm 
20 proz. Zuckerlsg. 10 cem \, 
0,2 n-Glykokoll 5ccm 
0, 18 n-NaOH 15 cem 
Ferment 10 ccm 
20 proz.Zuckerlsg. 10 cem | 
Soda 8 ccm ccm | 
| Wasser 12 ccm 

| Ferment 10 cem | 


0,00228 
0,00224 }0,00226 





10,01 


























Tabelle IIa. 


Zweite Versuchsreihe mit einer Zuckerkonzentration 
von 5°/, = 0,146 molar. 














Zusammensetzung der 


Lisung Pu 





™/,,8ek.Phosph. 10ccm 
Wasser 10 com 
Ferment 10 ecm 
10 proz. Zuckerlsg. 30 ecm | 


10proz. Zuckerlsg. 30 ccm 
7,15 vate toon 


"/58ek. Phosph. 15 ccm |\ 7 99 ; lo 0056 
’ 


Wasser 5 cem 
Ferment 10 cem 
10proz.Zuckerlsg. 30 ccm 
0,4 n-Glykokoll 5 ccm 
0,8 n-NaOH 12 cem 
Wasser 3 com 
Ferment 10 cem | 
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Tabelle IV. 
Versuchsreihe mit einer Zuckerkonzentration 
von 2°/, = 0,058 molar. 











| aft | ae | 
Zusammensetzung ber. aufiber. aut} _/¢ 
der Lisung ™ 2,5cem | 5 com | Mittel 


Ferm. Ferm. | 
L 





4proz. Zuckerlsg. 20 ecm 
=} -Resigekure 3 ecm 
/,-Na-Acetat 2 ecm 0,0689; 0,1378) \o 1296 
Wasser 12,5 cem 0,0566) 0,1132)) °° 
Ferment 2,5 cem 
4 proz. Zuckerlsg. 20 ccm 
»/,-Essigsiure 4 ccm 2» 

»/,-Na-Acetat 1 eem 0,0663, 0,1326 ‘0 1281 
Wasser 12,5 ecm 1,190) 0,0595, 0,1190/)™ 
Ferment 2,5 ccm 
4 proz. Zuckerlsg. 20 ecm 
2/,-Essigstiure 2 ecm 
»/,-Na-Acetat 2 ccm 1,320)1 ’ 115 0,0558) 0,1 1 16) Jo. 1112 
Wasser 13,5 ccm 1,020)1,415| 0,0552) 00,1104)" 
Ferment 2,5 ecm 

4 proz. Zuckerlsg. 20 cem 
m/,,sek.Phosph. 2cem 2,420 
™/,, prim. Phosph. 8 ccm 1,374/1,054| 0,0527) 0,1054 

Wasser 7,5 com 1,127/1,293} 0,0497| 0,0994 }o,1035 
Ferment 2.5 ecm 

4 proz. Zuckerlsg. 20 ccm 

0,36 mol. sek. Ph. 2 ccm 2,47 

™/,, prim. Phosph. 3 ecm 2,00, 0,47] 0,0235; 0,047 
Wasser 10 cem 1,66; 0,81) 0,0225) 0,045 
Ferment 5 com 
4 proz. Zuckerlsg. 20 cem 
0,36 mol. sek. Ph. 3 ccm 0} 2,49) 
™/,, prim. Phosphor 3 cem 15} 1,87 0,62) 0.0207) 0,0413 
Wasser 9 com 30 |1,205/1,285) 0,0214) 0,0428 
Ferment 5 ecm 














| 
































Tabelle V. 


Versuchsreihe mit einer Zuckerkonzentration 
von | °/, = 0,029 molar. 

a git =a ined: 15% | Zeit (in Min.), | 
| x , = der eine 
umger. au renw in. 
Zusammensetzung | ©. lame cutee i 
der Lésung menge des | staph. Inter- 
polation er- 
_Teicht ist |; 








Versuchs I 





2 proz. Zuckerlsg. 40 ccm 1,453 | 

Standardacetat 10ccm 1,237 | 0,226 0,226 
Wasser 25 ecm 0,978 | 0,475 | 0,475 
Ferment 5 cem |} 0,768 | 0,685 | 0,685 
0,456 | 0,997 | 0,997 
0,204 | 1.149} 1.149 
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Tabelle V (Fortsetzung). 








am Zeit (in Min.), 
x ; noch der eine 
Zusammensetzun umger. auf | Drehungsabn. 
od d. Ferment- |von 0,55° nach; 

der Liésung menge des | Staph. Inter- 


polation er- 
Versuchs I reicht ist 





|| Mittl. relativ 
Umsatz 


| 

















| 2 proz. Zuckerlsg. 30 ccm 
m/,,sek.Phosph. 8 ccm 
26 


}™/,, prim. Phosph. 2ccm 
| Wasser 12,5 ccm 
| Ferment | 7,5 ccm 


| 2 proz. Zuckerlsg. 30 cem 
| 0,36 mol.sek.Ph. 3 ccm | 
41 


S 
~ 
w 
- 


|™/s5 prim. Phosph. 5 ccm 
Wasser 14,5 com 0,456 
Ferment 7,5 com 0,588 


2 proz. Zuckerlsg. 30 ccm 
0,36 mol.sek.Ph. 3ccm 0 0,175 
47,5 





™/,, prim. Phosph. 3 ccm 0,413 0,388 
Wasser 16,5 cem 40 006 | 0,503 < 


| Ferment 7,5 com 























der Anfangsgeschwindigkeit die Tatsache zugrunde'), daB etwa 
bis zu 4/; des theoretisch erreichbaren Umsatzes der Umsatz 
praktisch als lineare Funktion der Zeit zu betrachten ist. Zunichst 
wurde fiir eine gegebene Zuckerkonzentration bei einem py 
von 3,7—4,5 (dem Optimum) in mehreren Parallelversuchen 
die Anfangsgeschwindigkeit ermittelt und der Mittelwert als die 
maximale Reaktionsgeschwindigkeit zugrunde gelegt. Sodann 
wurden bei anderem p, Bestimmungen der Geschwindigkeit 
ausgefiihrt und die Geschwindigkeit als Bruchteil der maximalen 
berechnet. Fiir die niederste Zuckerkonzentration, wo der anfaing- 
liche, als linear zu betrachtende Umsatz so klein wire, daB die 
Versuchsfehler auf die Genauigkeit der Zahlen zu groBen EinflubB 
hatten, wurde genau dieselbe Methode angewandt, wie sie in der 
Arbeit von Michaelis und Davidsohn®) friiher beschrieben 
wurde. Es wurde der Reaktionsablauf auf eine weite Strecke 
hin beobachtet und graphisch die Zeiten gleichen Umsatzes mit- 
einander verglichen (Abb. 2). Der aus mehreren Einzelversuchen ge- 
fundene Wert dieses Zeitverhiltnisses wurde als relative Umsatz- 
geschwindigkeit betrachtet. Die Ergebnisse aller Versuche sind 
gemeinschaftlich in Abb. 1 dargestellt. 
1) Michaelis u. Menten c, 1. 
Le. 
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geschwindigk. 
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In einigen Versuchen, in denen eine sehr kleine Umsatz- 
geschwindigkeit erwartet werden durfte, wurde mit gréBerer 
Fermentmenge als in dem entsprechenden Maximalversuch ge- 





rn 


4. 4 1 1 lL 1 ‘ Ly j 
35 40 45 $0 55 G0 65 7% 60 85 90 95 00 05 


Abb. 1. Abszisse: py. Ordinate : relative Umsat: hwindigkeit. @ Versuche mit 
Zuckerkonzentration von 15% = 0,438 molar (Versuchsreihe I, vgl. Tab. 1). @ Versuche 
mit Zuckerkonzentration von 10% = 0,293 molar (Versuchsreihe II, vgl. Tab. If). [J Ver- 
suche mit Zuckerkonzentration von 5% = 0,146 molar (Versuchsreihe III, vgl. Tab. IfI u. 
Illa). x Versuche mit Zuckerkonzentration von 2% = 0,058 molar (Versuchsreihe [V, 
vgl. Tab. IV). & Versuche mit Zuckerkonzentration von 1% = 0,029 molar (Versuchsreihe V ; 
vgl. Tab. V). Die ausgezeichnete Kurve ist eine berechnete Dissoziationsrestkurve von 
der Formel 








wobei der Parameter & gesetzt ist = 8,16- 10-7 oder Igk = -6,5. h bedeutet die Wasser- 
stofizahl. Innerhalb jeder Versuchsreihe ist die maximale U: t: digkeit = 1 
gesetzt. Man sieht, da8 in allen 5 Versuchsreihen die bei beliebigem Pu beobachtete 
- relative U ti hwindigkeit innerhalb der Versuchsfehler sich dieser einen Disso- 
ziationsrestkurve einfligt. Nach der dlteren Auffassung wire das nicht mdglich. Diese 
hatte zu folgendem Ergebnis fiihren miissen. Nehmen wir die ausgezogene Kurve 1 
als die fiir die héchste Zuckerkonzentration gegevene an, so hitten sich die einzelnen 
Punkte der Versuchsreihen II—V entsprechend den punktiert in ihrem mittlerern Ab- 
schnitt angedeuteten Dissoziationsrestkurven II—V einfiigen miissen. Dies ist weit 
auBerhalb aller Versuchsfehler nicht der Fall. 








arbeitet und die Anfangswerte rechnerisch reduziert auf die ur- 
springliche Fermentmenge unter Zugrundelegung der gesicherten 
Tatsache, da8 die Anfangsgeschwindigkeit ceteris paribus der 
Fermentkonzentration proportional ist. 
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Was die erreichte Reproduzierbarkeit der Versuche betrifft, 
so geben uns tiber sie die einzelnen Versuche bei optimalem py 
(3,5—4,5) Aufschlu8. Ihre Abweichungen vom Mittel sind hier 
nicht objektiv begriindet, sondern stellen die Breite der Repro- 
duzierbarkeit dar. Sie sind in der Regel mit + 6 bis 7% des Mittel- 
wertes zu veranschlagen. Hiernach kénnen wir sagen, daB auch 
im tbrigen Gebiet der Kurve unregelméBige Schwankungen 
der beobachteten Einzelwerte von etwa + 7% als wahrscheinliche 
Fehlergrenzen zu betrachten sind. Fir 2 Gruppen von Versuchen 
muB8 man jedoch die Fehler noch héher anschlagen. Erstens fiir 
die allerniedersten Zuckerkonzentrationen, Hier machen die 

bloBen Ablesungsfehler 

schon viel aus. In An- 

betracht dessen miissen 

die fiir diese Zuckerkon- 

zentration beobachteten 

Punkte noch als recht 

befriedigend mit der 

Theorie iibereinstim- 

mend betrachtet wer- 

den. Zweitens sind die 

relativen Fehler im alka- 

5 RRS 4 3 + 2 lischen Gebiet von py > 8 
Zeit in Miniten ——>- entschieden hdher zu 


Abb. 2. Graphische Darstellung der Versuchsreihe V. 
‘Abszisse; Zeit (Minuten). Ordinate: Drehungsabnahme Veranschlagen. Zu- 


> nichst sind hier die 

Umsiitze sehr klein. Das kann durch vergréBerte Ferment- 
mengen und verlingerte Beobachtungszeiten zwar einiger- 
maBen ausgeglichen werden. Ferner aber sind die Unsicher- 
heiten der pg-Messung hier viel gréBer. Wir befinden uns in 
einem Bereich, welcher sowohl fiir die Phosphat-, wie fiir die 
Glykokollgemische ein Gebiet schlechter Pufferung darstellt. (Man 
vergleiche das Sérensensche Diagramm der Puffer.) Boratpuffer, 
welche fiir dieses Gebiet besser waren, haben wir vermieden wegen 
der Bindungsfaihigkeit der Borsiure an die Kohlehydrate und 
ihres dementsprechenden Einflusses auf die Drehung. Ferner ist 
der Temperatureinflu8 auf pg bei den Glykokollpuffern nicht zu 
vernachlaissigen. Die Fermentwirkung geschah bei 24,5°, die 
Py-Messung bei 17—21° C. Es kommt noch hinzu, da8 ein kleiner 


in Graden —» 


dere. in 


arn 
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Gehalt der Fermentlésung an Carbonaten eine Unsicherheit der 
Wirkung des Puffers bedingen kann. Alles das bewirkt, daB in 
diesem alkalischen Gebiet die prozentische Abweichung der 
beobachteten und nach der Theorie berechneten Werte. leicht 
gréBer sein kann. Wir glauben uns daher berechtigt, die in der 
Zeichnung zwar kaum auffallenden, aber prozentisch (rechnerisch) 
doch nicht zu vernachlassigenden Abweichungen auf nicht um- 
gehbare Versuchsfehler beziehen zu diirfen. Betrachten wir nun 
die beobachteten Punkte im Vergleich zu der fir die theoretische 
Dissoziationsrestkurve mit dem Parameter von 6,50, so finden 
wir nirgendwo eine Abweichung, welche sicher gréBer wire als 
die zu erwartenden Fehler. 


Ergebnis. 


Wir kénnen somit aus unseren friiheren und diesen neuen 
Versuchen zusammen folgende Vorstellung von der Invertase- 
wirkung als gegenwirtig bestes Bild entwerfen: Die Invertase, 
tiber deren Natur selbst noch nichts Bindendes ausgesagt werden 
soll, verbindet sich mit 1 Mol. Saccharose zu einer Verbindung, 
welche eine Siure von der Dissoziationskonstanten 3- 10~" ist. 
Diese Saéure befindet sich unter den von uns eingehaltenen Ver- 


suchsbedingungen (geringer Salzgehalt der Lésung, Abwesenheit 
sonstiger Stoffe, welche als kraftige Kolloidfallungsmittel wirken 
kénnten) im Zustand der molekularen Dispersion und dissoziiert 
wie eine gewohnliche echt geléste Saure. Die undissoziierten 
Molekiile dieser Siure: zerfallen spontan in die Produkte des 
enzymatischen Prozesses, die Anionen dagegen sind haltbar. 
Dies erklart den Einflu8 von pg auf die Enzymwirkung zwischen 
Pa etwa = 3,5 bis ins alkalische Gebiet. Die Abnahme der Wir- 
kung bei py < 3,5 laBt dagegen bis heute noch die Méglichkeit 
mehrerer Deutungen zu. 


Biochemische Zeitschrift Band 110. 








Uber das Imidazolisopiperidin und seine Derivate. 


Von 
Sigmund Frankel und Karoline Zeimer. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Hingegangen am 18. Juli 1920.) 


Im hiesigen Laboratorium hat Julius Welisch') durch 
Kondensation von Histidin mit Methylal und konzentrierter 
Salzsiure die Imidazolyltetrahydropyridincarbonsiure  dar- 
gestellt. Diese Substanz war von um so gréferem Interesse, 
als sie ein neues Ringsystem, das Imidazolisopiperidin, enthalt. 
Nach bestimmten Analogien war zu vermuten, da8 sie von groBer 
Wirksamkeit auf die glatte Muskulatur, insbesondere auf den 
Uterus sein werde. Denn das Imidazolathylamin hat die bekannten 
ungemein energischen Wirkungen der sympathomimetischen Basen, 
und Piperidin ist, im Gegensatz zu Pyridin, eine den Blutdruck 
steigernde Substanz. Die pharmakologische Priifung der Imida- 
zolyltehalydropyridinkarbonsaéure, deren Ringsystem bis jetzt bei 
keinem in der Natur vorkommenden Alkaloid beobachtet wurde 
und auch bis jetzt synthetisch nicht dargestellt war, zeigte aber, 
daB diese Substanz, nach der Richtung der sympathomimeti- 
schen Basen wenigstens, unwirksam ist, was wohl nach Analo- 
gien zu schlieBen auf die Gegenwart der Carboxylgruppe be- 
zogen werden kann. 

Die Versuche der Veresterung der Carboxylgruppe, welche 
Welisch ausgefiihrt hat, fihrten, wenn auch auf Umwegen, 
zur Darstellung des Esters, welcher aber nur als Pikrat gefaBbt 
werden konnte. Seine Versuche von dem Imidazolisopiperidin- 
carbonséurechlorhydrat aus durch starkes Erhitzen im Vakuum 
zum Imidazolisopiperidin zu gelangen, lieferten aber nur in 
minimaler Ausbeute eine sehr kleine Menge einer bei 258° schmel- 


1) Diese Zeitschr. 49, 173. 1913. 
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zenden, sauerstoffhaltigen Substanz, von der er nur mit 0,08 g 
eine Mikro-Dumas-Bestimmung machen konnte. Er schrieb 
dieser Substanz die Formel C,H,N,O-2 HCl zu. Bei dieser 
Substanz war die Gegenwart des Sauerstoffs vorliufig unauf- 
geklart. Eine Kohlenwasserstoffbestimmung war aus Mangel 
an Substanz und infolge der groBen Schwierigkeiten der Dar- 
stellung nicht ausfihrbar. 

Wir haben nun einen anderen Weg versucht, um zu einem 
positiven Resultate zu gelangen, einen Weg, der dadurch gegeben 
war, daB es viel einfacher ist, das Ausgangsmaterial, das Histidin 
zu decarboxylieren und auf diese Weise zu /-Imidazolylithyl- 
amin zu gelangen, von dem aus ja durch die Synthese mit Methylal 
und Salzsiure das gewiinschte Ringsystem sich darstellen lassen 
muBte. 

Wir haben daher in bekannter Weise durch die bakterielle 
Decarboxylierung uns vorerst aus Histidinchlorhydrat das Chlor- 
hydrat des £-Imidazolylathylamin dargestellt. 

Die dazu gehérigen Verfahren sind von Ackermann?) u. a. be- 
schrieben; gréBtenteils sind sie in den D. R. P. 250 110, 252 872, 252 873, 
252874, 256116 niedergelegt. Histidin lé8t sich durch Fiaulnis in £-Imi- 
dazolylithylamin tiberfiihren und aus dem Fiaulnisgemenge mit Salzsaure 
und einem Alkaloidreagens niederschlagen. Die Carboxylgruppe aus Histi- 
din 148t sich auch durch spezifische, auf gefaulter Thymussubstanz lebende 
Faulniserreger in kurzer Zeit abspalten. Statt reines Histidin zu verwenden, 
kann man ein von anderen Aminosiuren méglichst befreites histidin- 
reiches EiweiBhydrolysat verwenden. Das f-Imidazolylithylamin kann 
man aus gefaulten Gemischen histidinreicher EiweiBhydrolysate in alkali- 
scher Lésung mit Chloroform herausholen und die Base aus Chloroform- 
ausziigen mit verdiinnter Salzsiure entziehen. Das Abscheidungsverfahren 
von O, GerngroB*) mittels Benzoylchlorid war zur Zeit der Ausfiihrung 
dieser Untersuchung noch nicht bekannt. 

Fiir die Darstellung des f-Imidazolylithylamins*) kommen iiber- 
haupt hauptsichlich drei Methoden in Betracht: erstens aus Histidin 
durch Erhitzen mit Siuren, zweitens aus Histidin durch bakteriellen Abbau 
und drittens die Synthese. Die erste Darstellungsmethode ist die bequemste 
und sicherste fiir kleine Mengen, die letzte ist fiir groBe Mengen vorzuziehen. 
Wir wihlen fiir unsere Versuche die bakterielle Entcarboxylierung und 
beniitzen sie als Ausgangspunkt fiir die Darstellung des Imidazolylisopiperi- 
dins und einiger seiner Derivate, von denen auch eine groBe physiologische 

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 65, 504. 1910. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, S. 2304. 1919. 

8) Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Abderhaldens I G. 
Barger, Bd. 8, 8. 264—267. 


16* 





236 S. Frankel und K. Zeimer: 


Wirksamkeit zu erwarten war. Zum ersten Male wurde dieser bakterielle 
Abbau von Ackermann!) mit Zuhilfenahme von Faulniserregern durch- 
gefiihrt; er fand dabei, daB die Desaminierung bei Anwendung von Pepton 
besser geht, welches als Stickstoffquelle fiir diese Organismen dient und 
auf diese Weise die Desaminierung der Aminosiuren verhindert, so da8 
ein geringerer Verlust an der betreffenden Aminosiure stattfindet, eine 
Angabe, die nach Untersuchungen von C. Neuberg nicht ganz richtig 
ist*). Im Verlaufe zahlreicher Arbeiten haben Mellanby und Twort), 
Berthelot und Bertrand‘) mit verschiedenen Bakterien, welche aus 
Fiizes isoliert worden waren, Versuche angestellt. Diese Bakterien waren 
in hohem Grade imstande, Histidin zu entcarboxylieren. Das Prinzip 
der Isolierung war sowohl bei dem englischen wie bei den franzésischen 
Forschern das gleiche: oftmaliges Uberimpfen der Mischkulturen in eine 
Histidinnahrlésung und nach geniigender Anhiufung des in Frage 
kommenden Organismus, Impfung auf Agar-Agar. Ob die Bacillen bei 
beiden Untersuchungen identisch waren, ist zweifelhaft, jedenfalls konnte 
man aber feststellen, daB eine ganze Reihe von Spaltpilzen existiert, die 
zur Entearboxylierung befihigt ist. Diese Reinkulturen waren imstande, 
die Aminosiuren: Phenylalanin, Tyrosin, Histidin und Tryptophan, unter 
Abspaltung von Carboxylgruppen, in proteinogene Amine tiberzufiihren, 
also die Alanin-Seitenkette in Athylamin tiberzufiihren. Man konnte solche 
Decarboxylierungen mit und ohne Hilfe von Peptonen durchfiihren, ebenso 
wie bei Verwendung von faulendem Pankreas, welches Bakterien dieser 
Art in reicher Menge enthiilt. 

Die Lésung enthielt bei den Versuchen Berthelots und Bertrands 
bestimmte Mengen einiger anorganischer Salze, wie Magnesiumsulfat, 
Dikaliumphosphat, Kaliumnitrat, Calciumchlorid, denn beniitzt man 
- Histidin als einzige Stickstoffquelle, so wird das im Anfange gebildete 
Imidazolylithylamin schlieBlich wieder zerstért; der gleiche Vorgang 
wurde auch bei anderen Aminosiuren beobachtet. Mellanby und Twort 
beniitzen Peptonbouillon enthaltend 1% Histidin in Réhren mit Aus- 
ziigen von Faeces. 5—7 Tage wurde diese anaerobe Ziichtung im Brut- 
schrank bei 37° stehen gelassen, hierauf in eine neue Réhre tibergeimpft, 
das Verfahren wiederholt und mit der letzten Mischkultur eine peptonfreie 
Lésung, die auBer Histidin Ammoniumtartrat, Dikaliumphosphat, Magne- 
siumsulfat, Calciumchlorid enthielt, infiziert. Durch Plattenkulturen auf 
Agar-Agar gelang es ihnen, jenen Bacillus zu isolieren, der Histidin sehr 
leicht entcarboxyliert. Dieser Bacillus gehért der Typhus-Coli-Gruppe 
an. Mellanby und Twort heben hervor, daB die Abspaltung der Kohlen- 
siure aus dem Histidin sehr glatt und rasch gelingt, wenn man in geringen 
Mengen, z. B. in Reagensglisern arbeitet, hingegen wirken gréBere Fliissig- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 65, 504. 1910. 

*) C. Neuberg, Diese Zeitschr. 37, 490. 1911. 

3) Journ. of physiol. 45, 53—60. 

*) Compt..rend. de l’acad. des sciences 154, 1643—1645, 1826—1828; 
165, 1027—1030, 1567—1570. 
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keitsmengen schidlich. Beim Arbeiten in gréBerem MaBstabe raten sie 
daher die Histidinléisung mit entsprechend groBen Mengen einer duBerst 
kraftig wirkenden Kultur zu infizieren; die Histidinlésung soll nicht starker 
als 0,1% sein, am besten in Ringerscher Lisung gelést und fiir jeden Liter 
die Kultur aus 2 Agar-Agar-Réhren angewendet. Die beste Inkubations- 
zeit ist eine Woche. Die Menge des gebildeten Amins ermittelten die beiden 
englischen Forscher auf physiologischem Wege. Die nun folgende Trennung 
des Amins vom Histidin ist sehr leicht, da das Djpikrat der ersten Base 
viel leichter léslich ist, als das gleichzeitig entstehende Histidin-Monopikrat. 

Die synthetische Darstellung nach Frank - Lee - Py man?) 
ist fir die Darstellung groBer Mengen durchaus nicht so einfach 
wie die biochemischen Wege. 

Wir versuchten sowohl mit faulendem Pankreas als auch 
mit den Twortbacillen in Reinkultur aus der Imidazolisopiperi- 
dincarbonsiure die Carboxylgruppe abzuspalten, aber in keinem 
dieser Versuche gelang es, die gewiinschte Base zu erhalten; ent- 
weder erhielten wir das Ausgangsmaterial oder konnten iiber- 
haupt nichts isolieren. Es hat sich also gezeigt, daB die Bakte- 
rien, welche leicht eine w-stindige Carboxylgruppe abspalten, die 
am Kernkohlenstoff stehende Carboxylgruppe nicht abzuspalten 
vermégen. 

Von dem durch Faulnis dargestellten $-Imidazolylithyl- 
amin haben wir durch Kondensation mit Methylal und kon- 
zentrierter Salzsiure den gewiinschten Kérper, das Imi- 
dazolisopiperidinchlorhydrat dargestellt und eine Reihe von 
Derivaten dieser Verbindung studiert. Es hat sich entsprechend 
der theoretischen Voraussetzung mit Bezug auf die Wirksamkeit 
herausgestellt, daB die Substanz das so wirksame proteinogene 
Amin, das £-Imidazolylithylamin, weit ibertrifft und gleich- 
sinnig wirkt. Aus dem Chlorhydrat wurde die freie Base gewonnen 
Um das erhaltene Produkt, das Imidazolylisopiperidin naher zu 
charakterisieren, wurde das Pikrat, Pikrolonat, das Gold-, Platin- 
und Quecksilbersalz dargestellt und analysiert, welche simtlich 
sebr schén krystallisierte Kérper sind. Da nun 2 Imidwasserstoffe 
vorhanden sind, so suchten wir diese durch Acetyl- und Benzoyl- 
reste zu ersetzen. Wahrend bei der Acetylierung die Substanz 
nur ein Monoacetylderivat gab, erhielten wir bei der Benzoylie- 
rung ein Dibenzoylderivat. Da nun die Idee, zu den geschlossenen 
Ringsystemen aus den decarboxylierten Aminosauren zu gelangen, 


1) Journ. Chem Soc. 99, 339. 1911. 
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gegeben war, und man nicht von den Aminosiuren ausgehen 
mu, haben wir es nicht unterlassen, das 7-Oxytetrahydroiso- 
chinolin darzustellen, welches bereits Amé Pictet und Theodor 
Spengler’) in der Weise gewonnen haben, daB sie Tyrosin und 
Methylal und konzentrierte Salzsiure kondensierten und 7-Oxy- 
tetrahydroisochinolin-3. carbonsiure darstellten, diese iiber ihren 
Schmelzpunkt erhitaten und so eine bei 210—218° (18 mm) 
destillierende élige Base erhielten. Wir haben den gleichen Kérper 
aus dem synthetisch leicht zuginglichen Tyramin*) dargestellt, 
welches man aus p-Hydroxyphenylithylamin durch Reduktion 
von p-Hydroxyphenylacetonitril erhalten kann. Wir haben nun 
das Tyramin mit Methylal und konzentrierter Salzsiure konden- 
siert und das Pikrat der Verbindung dargestellt. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von Imidazol-iso-piperidin-chlorhydrat. 
" ACH 
/NH-—C CH, 
HC | |  2HCl- H,0 
hat RS 
\cH,’ 


/NH—CH 
5 g f-Imidazolylithylamin HC 
\ IN —C.- CH, - CH, - NH, + HC! 
wurden mit 20 ccm konzentrierter Salzsiure versetzt, die Lésung 
in einem mit RickfluBkihler versehenen Kélbchen am Wasser- 
bade erwirmt und nach und nach 6 g Methylal aus einem Scheide- 
trichter zutropfen gelassen. 

Das Reaktionsprodukt wurde mit Wasser eingedampft bis 
zur volligen Entfernung der Salzsiure. Aus Alkohol umkrystalli- 
siert, krystallisierte der Kérper in sehr schén ausgebildeten 
Krystallen. Er ist sehr leicht in Wasser léslich. Schmelzpunkt 
253° (Block, Maquenne). 

Krystallographischer Befund. Es sind parallel stehende, flache 
Saulchen, die fast wie Krystallstécke aussehen. Die Flichen z. T. gekriimmt. 
Die Ausléschung bildet mit der letzten Kante einen Winkel von ca. 11°. 
Ob « oder y ist nicht zu sehen, da die Krystalle zu dick sind. Im Kono- 
skop erscheint eine schief austretende Achse, die negativen Charakter der 
Doppelbrechung zeigt. Demgema&8 ist auf triklines System zu schlieBen. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 2030. 1911. 
*) Barger, Journ. Chem. Soc. 95. 1909. 
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in einem Quetschpriparat fanden sich nicht orientierbare Splitter, welche 
die spitze Mittellinie (negativ) und einen ziemlich groBen Achsenwinkel 
zeigten. 

Zur Analyse wurde der Kérper noch zweimal aus Alkohol 
umkrystallisiert. Er erwies sich krystallwasserhaltig. Die Sub- 
stanz verliert das Krystallwasser bei 105°. Krystallwasser- 
bestimmung : 


33,862 mg yekuumtrockne Substanz bei 105° getrocknet geben 
31,032 mg Substanz. Verlust: 2,83 mg H,0O. 

53,530 mg Substanz geben bei 105° getrocknet 48,920 mg. Verlust 
4,61 mg H,0. 

Fir C,H,N,- 2 HCl- HO berechnet— 8,42%H,O 
8,37%H,O 
8,61%H,O 

Kohlenstoff- und Wasserstoff-Bestimmung der krystallwasserhiltigen 
Substanz (im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet). 


4,216 mg Substanz 5,12 mg CO,; 2,28 mg H,0. 
0,1102 g Substanz — 0,1363 g CO,; 0,0654 g H,O. 


Halogenbestimmung: 3,53 mg Substanz — 4,715 mg AgCl. 
Stickstoffbestimmung: 2,53 mg Substanz (739 mm 10°) — 0,422 ccm N 
3,67mg sy (741 mm 15°) — 0,631 com N 
2,02 mg 7 (742 mm 11°) — 0,336 com N 
Fiir C,H,N, - 2 HCl- H,O 
berechnet C 33,64% H 6,12% WN 19,63% Cl 33,13% 
gefunden 33,84% 6,18% 19,51% 33,04% 
33,74% 6,64%  —19,84% 
19,52% 
Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung der krystallwasserfreien 
Substanz: 

4,68 mg Substanz — 6,34 mg CO,; 2,38 mg H,0. 
Stickstoffbestimmung: 2,82 mg Substanz (748 mm 15°) 0,518 com N 
Fiir C,H,N,- 2 HCl: berechnet C 36,73% H 5,65% WN 21,38% 

gefunden 36,96% 5,69% 21,43% 


gefunden — { 


\ Mittel 8,49% HO. 


Imidazolpiperidin-Dipikrat C,H,N,(C,H,(NO,),0H), . 


0,02 g Imidazolisopiperidinchlorhydrat und 0,08 g Natrium- 
pikrat wurden in wisseriger Lésung zusammengegeben. Es 
bildeten sich sehr schéne Krystalle. Sie sind schwer léslich in 
Wasser und Alkohol. Unléslich in Ather und Benzol. Sie wurden 
dreimal aus heiBem Wasser umkrystallisiert. Bei 110° getrocknet, 
erwiesen sie sich krystallwasserfrei. Schmelzpunkt (Block 
Maquenne) 220°, (Thiele unkorr.) 212°. 
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Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung: 2,89 mg Substanz — 
3,96 mg CO,, 0,68 mg H,0. 
Stickstoffbestimmung: 
0,91 mg Substanz (750 mm 19°) — 0,172 com N 
2,53 mg oi (740 mm 15°) — 0,479 com N 
Fir CyH,N,(C,H,(NO,),0H), 
berechnet C 37,27% H 2,60% WN 21,69% 
gefunden 37,38% 2,63% 21,80% 
21,85% 
Krystallographischer Befund. Die Substanz wurde in Glycerin 
eingebettet. Sie bildet sehr diinne Blattchen, spieB- und kammférmige 
Krystallskelette von hochgelber Farbe, Perlmutterglanz und (fiir org. 
Substanzen) mit nicht hoher Licht- und Doppelbrechung. Die Blattchen 
zeigen die Farben der zweiten und dritten Ordnung. Die Skelette zeigen « 
in der Langsrichtung. Im polarisierten Licht schiefe Ausléschung von 
9°40’ gegentiber der einzigen erkennbaren Kantenrichtung. Im konver- 
genten Licht erscheint ein verschwommenes unsymmetrisches Achsen- 
bild, dessen Charakter an der vorliegenden Probe nicht erkannt werden 
konnte. Achsenwinkel anscheinend sehr groB. 


Imidazolpiperidin-Dipikrolonat 
CyHyN3(CioHO5N,), + C,H,0H . 

0,03 g Imidazolisopiperidinchlorhydrat wurden in einem 
Tropfen Wasser gelést und mit 0,14 g Pikrolonsaure in verdiinnter 
alkoholischer Lésung zusammengebracht. Es bildete sich ein 
Niederschlag, der abgesaugt und mehrere Male mit Alkohol gut 
gewaschen wurde. Dieser Kérper ist in Wasser leicht, in Alkohol 
schwer léslich, unléslich in Ather und Benzol. Es wurde viermal 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 250° 
(Block Maquenne). 

Dieser Kérper hat beim Erhitzen von 100°—110° einen Ge- 
wichtsverlust erlitten, welcher genau einem Krystallalkohol ent- 
spricht. Der Krystallalkohol geht bei ca. 105° weg. 

Krystallalkoholbestimmung: 128,45 mg Substanz geben nach dem 
Trocknen 127,60 mg. Verlust 0,85 mg. 

Fir C,H,N,(C,.H,0,N,)s + CsH,OH: berechnet 6,53% 

gefunden 6,62%, 

Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung der krystallalkoholfreien 
Substanz: 

5,03 mg Substanz — 1,78 mg H,O, 8,87 mg CO, 
4,12 mg ‘ — 1,44 mg H,O, 7,27 mg CO, 

Stickstoffbestimmung: 

3,31 mg Substanz (749 mm 18°) — 0,679 com N 
2,27 mg Be (749 mm 20°) — 0,469 com N 
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Fiir CsHN3(CjoH,0,N,): 


berechnet C 47,92% H 3,87% N 23,66% 
gefunden 48,09% 3,96% 23,72% 
48,12% 3,91% 23,73% 


Stickstoffbestimmung der krystallalkoholhaltigen Substanz: 


3,2 mg Substanz 0,617 ccm N (740 mm 15°) 
3,17 mg ne 0,581 com N (748 mm 17°) 


Fiir C,H,N;(C,9Hg0;N,). + C,H,OH: berechnet 22,09% N 
gefunden 22,25% 
22,22%, 


Krystallographischer Befund. Diese Substanz bildet Krystall- 
skelette, welche ziemlich dicke, plumpe, kammférmige Komplexe sind. 
Hochgelb, infolge der geringen Ausdehnung der einzelnen Individuen 
makroskopisch glanzlos. Ziemlich hohe Licht- und Doppelbrechung. Im 
parallelen, polarisierten Licht auch bei Quetschpriparaten kein Bild, 
das iiber die optische Orientierung Auskunft giibe. Einzelne Partikelchen 
geben im Konoskop ein klares symmetrisches Bild; getroffen ist die negative 
Mittellinie, welche anscheinend dem spitzen, aber groBen Achsenwinkel 
angehért. 

Auch die iiber 110° erhitzte und von Krystallalkohol befreite Sub- 
- stanz ist krystallinisch. Es sind sehr kleine, hochgelbe Kérnchen mit 
ziemlich starker Licht- und Doppelbrechung. Die Gestalt ist ganz un- 
regelmaBig, an einzelnen Splitterchen ist ein verwaschenes Achsenkreuz 
sichtbar. 


Imidazolpiperidin-goldchlorid C,H,N,- AuCl, . 


Die wisserige Lésung des Imidazolisopiperidinchlorhydrats 
wurde mit 30proz. Goldchloridlésung gefallt. Die gebildeten 
Krystallchen wurden abgesaugt und gut mit Wasser gewaschen. 
Dieser K6rper ist léslich in Alkohol, unléslich in Ather und Benzol. 
Schmelzpunkt 217° (Thiele). 

Es sind auBerordentlich diinne Blittchen und Niadelchen, 
welche trotz ihrer starken hochgelben Eigenfairbung ganz niedrige 
Interferenz zeigen (grau). Eine krystallographische Begrenzung 
ist nicht festzustellen. Im Konoskop zeigt sich ein unsymme- 
trisches Bild, welches eine Achse und die negative Mittellinie 
umfaBt. 

Analyse: Durch Gliihen im Tiegelchen wurde der Goldgehalt ermittelt: 
9,53 mg Substanz — 4,52 mg Au. 

Fir C,H,N,- AuCl,: berechnet 47,29% Au 

gefunden 47,43% - 
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Imidazolpiperidinplatinchlorid C,H,N,- PtCl, +H,0. 


0,2 g Imidazolisopiperidinhydrochlorid wurden in sehr wenig 
Wasser gelést und mit alkoholischer Platinchloridlésung gefiallt. 
Die Krystillchen wurden abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. 
Sie sind léslich in Wasser, wenig léslich in Benzol. Dieser Kérper 
hat keinen Schmelzpunkt, zersetzt sich unscharf bei 280°. Er 
bildet sehr starke doppeltbrechende kleine Stabchen und Kérnchen 
von stark gelber Farbe, die aber nicht ausléschen. Die Substanz 
wurde im Vakuum getrocknet. 

Platinbestimmung (ermittelt durch Gliihen im Tiegelchen): 21,29 mg 
Substanz — 7,61 mg Pt. 

Fiir C,H,N, + PtCl, + H,O: berechnet Pt 35,55% 

gefunden 35,74% 
Krystallwasserbestimmung: Der Kérper wurde bis 111° erhitzt. Der 
Verlust von Wasser findet bei 105° statt. 20,485 mg Substanz 0,66 mg H,O— 
berechnet 3,28% H,O 
gefunden i3,38% 
Kohlenwasserstoffbestimmung der wasserfreien Substanz: 
4,88 mg Substanz 2,45 mg CO,, 0,88 mg H,O, 1,80 mg Pt. 
Fiir C,H,N,+ PtCl,: berechnet C 13,56% H 1,71% Pt 36,75% 
gefunden 13,69% 2,02% 36,88 


Imidazolpiperiding uecksilberchlorid C,H,N,(HgCl,), . 


Die wisserige Lésung des Imidazolisopiperidinchlorhydrats 
wurde mit wisseriger Sublimatlésung gefallt. Die Krystillchen 
abgesaugt und gewaschen. Aus Wasser umkrystallisiert. Diese 
Substanz ist unldslich in Ather und Benzol, wenig léslich in Al- 
kohol. Schmelzpunkt 210° (Thiele). 

Es ist ein auBerst feinkérniges krystallinisches Pulver von 
recht hoher Doppelbrechung. Gelegentlich finden sich sprudel- 
férmige K6érperchen, welche einheitlich ausléschen und ein sehr 
verschwommenes Achsenbild, offenbar die optische Normale, bilden. 

Diese Substanz erwies sich beim Trocknen bei 110° als 
krystallwasserfrei. Zur Analyse wurde die im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknete Substanz verwendet. 

Stickstoffbestimmung: 6,55 mg Substanz (740 mm 18°) — 0,195 com N 

Chlorbestimmung: 33,30 Substanz wurden in heiBem Wasser gelést 
und bei Gegenwart von Salpetersiure mit Silbernitrat gefallt. Im Mikro- 
Platin-Gooch-Tiegel abgesaugt, getrocknet und gewogen — 32,25 mg AgCl. 

Fiir C,H,N,(HgCl,),: berechnet N 3,56%, Cl 24,01% 

gefunden 3,40,% 23,96%. 
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N-Acetyl-Imidazolisopiperidinchlorhydrat 
C,H,N, - COCH,- HCl + H,O. 

0,14 g Imidazolisopiperidinchlorhydrat wurden mit Essig- 
siureanhydrid und frisch geschmolzenem Natriumacetat in einem 
Kélbchen 2 Stunden am Drahtnetz mit kleiner Flamme erhitzt. 
Zur Entfernung des iiberschiissigen Anhydrids wurde mit Alkohol 
einige Male abgedampft. Beim EingieBen in Wasser fiallt nichts 
aus. Das Reaktionsprodukt wurde daher in Wasser gegossen, 

“mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und mit Phosphor- 
wolframsaure gefallt, abgesaugt und gewaschen. Der Nieder- 
schlag wurde mit Baryumhydroxyd verrieben und abfiltriert. 
Der Baryumiiberschu8 wird mit Kohlensiure in der Warme aus- 
gefallt und abfiltriert. Das Filtrat wurde eingedampft. Den restie- 
renden Syrup konnte man nicht zur Krystallisation bringen. Er 
wurde mit einigen Tropfen Salzsiure versetzt. Das Chlorhydrat 
krystallisierte. Es ist leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol, 
unldslich in Ather und Benzol. Das Chlorhydrat wurde aus ver- 
dimntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 235° (Block 
Maquenne). 

Diese Substanz ist auch in Glycerin léslich, daher wurde sie ohne 
Einbettung krystallographisch bestimmt. Es sind teils grofe, unregel- 
maBig begrenzte, aber einheitlich ausléschende Platten, perlmutterglinzend 
weiB, teils rechtwinklig begrenzte Platten von geringer Doppelbrechung. 
Im polarisierten Licht mit einer schiefen Ausléschung von 7°. Der optische 
Charakter ist nicht naher zu bestimmen, da das konoskopische Bild nur 
ein verwaschenes dunkles Kreuz gibt. 

Stickstoffbestimmung: 3,43 mg Substanz — 0,578 com N (742 mm 23°). 

Fir C,H,N,- COCH,- HCl + H,O: berechnet 19,14% N 

gefunden 18,97% 

Krystallwasserbestimmung: 88,0 mg Substanz 7,05 mg H,0; 

berechnet 8,20% H,O 
gefunden 8,01% 
Der Krystallwasserverlust erfolgt bei ca. 115°. Dieser Kérper ist sehr hy- 


groskopisch. 
N-Dibenzoylimidazolisopiperidin 
C,H,N,(COC,H,),2 + H,O. 

0,12 g Imidazolisopiperidin wurden nach Schotten- Bau- 
mann mit Natronlauge und Benzoylchlorid benzoyliert. Der 
gebildete Niederschlag wurde abgesaugt und gut mit Wasser 
gewaschen. Er wurde aus Alkohol, in dem er schwer léslich ist, 
zweimal umkrystallisiert. Schmelzpunkt 215° (Thiele). 
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Es sind auferst feine Nidelchen, welche « in der Langs- 
richtung zeigen. 
Stickstoffbestimmung: 
1,405 mg Substanz 0,142 com N (739 mm 22°) 
2,310 mg a 0,252 com N (747 mm 17°) 
Fiir C,H,N, - (COC,H;), + 2 H,O: berechnet 11,44% N 
gefunden 11,37% 
11,27% 
Imidazol-iso-Piperidin. 


Das Imidazolisopiperidinchlorhydrat wurde in Wasser gelést 
und mit Silbercarbonat geschiittelt und abfiltriert. Der Niederschlag 
mit Alkohol ausgezogen und die Lésung im Exsiccator stehen 
gelassen. Es krystallisierte ein Kérper, welcher an der Luft 
zerflieBlich ist und dessen Schmelzpunkt bei 110° liegt. 

Die weiteren Bestimmungen konnten aus Mangel an Sub- 
stanz nicht ausgefiihrt werden. 


Oxyhydroisochinolin. 


5g Tyramin wurden mit 100ccm konzentrierter Salzsiure 
in einem Kélbchen versetzt und unter Verwendung eines Riick- 
fluBkihlers am Wasserbade erhitzt und tropfenweise 10 g Methylal 


zuflieBen gelassen. Nachdem alles Methylal abgeflossen war, 
wurde noch iiber eine Stunde erhitzt, im ganzen 10 Stunden. 
Das Reaktionsprodukt ist dunkelgriin gefirbt, in der Siedehitze 
hellbraun. Es wurde in Wasser gelést und mit Salzsiure das Chlor- 
hydrat gefallt. 

Dieses Chlorhydrat gibt, in Wasser gelést, mit pikrinsaurem 
Natrium ein gut ausgebildetes krystallisiertes Pikrat. Es ist 
unléslich in Wasser, verdiinntem und gewdéhnlichem Alkohol, 
Benzol und Chloroform, wenig léslich in Amylalkohol und im 
absoluten Alkohol. Es hat keinen Schmelzpunkt, aber zersetzt 
sich bei 195°. Pictet und Spengler’) erhielten ein Pikrat, 
welches bei 198—201° schmilzt. 

Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung: 0,1135 g Substanz, 0,1984 g 
CO, 0,0364 g H,O. 

Stickstoffbestimmung: 0,2154 g Substanz 27,6 com N (752 mm 15°). 

Fir C,H,»NO(C,H,OH(NO,),) 

berechnet © 47,71% H 3,47% N 14,89% 
gefunden 47,67% 3,58% 15,03% 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 44, 8. 2036. 1911. 





Physikalisch-chemische Beitriige zum Problem der Blut- 
gerinnung. 


Von 
Edgar Atzler und Erich Dohring. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Greifswald.) 
(Eingangen am 21. Juli 1920.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Seit den grundlegenden Entdeckungen Ale xanderSch midts 
und Hammerstens, sowie ihrer Schiller ist eine groBe Anzahl 
Arbeiten erschienen, die in ihrer Gesamtheit wertvolle Aufklarung 
fiber das Gerinnungsproblem liefern. 


In dem Morawitzschen Gerinnungsschema sind die besten Arbeiten 
zu einem harmonischen Ganzen vereinigt worden. Das Lehrgebiiude 
der Blutgerinnung kann damit als im Rohbau vollendet betrachtet werden. 
Es miissen aber noch viele Bausteine zusammengetragen werden, bis man 
sagen kann, da8 das Gerinnungsproblem eine befriedigende Lésung ge- 
funden hat. 

Die gewaltigen Fortschritte, die in den letzten Jahren die physikalische 
Chemie, insbesondere die Kolloidchemie zu verzeichnen hatte, befruchteten 
auch die Gerinnungslehre des Blutes. Es sei hier nur an die interessanten 
Arbeiten Hekmas') erinnert, in denen die Blutgerinnung unter dem 
Gesichtspunkt der Umwandlung des Sol- in den Gelzustand betrachtet 
wird. Diese Studien regen dazu an, noch weitere Beziehungen zur Kolloid- 
chemie anzubahnen. Dies erscheint uns aber um so aussichtsreicher, als 
schon von rein naturwissenschaftlicher Seite Untersuchungen angestellt 
worden sind, welche uns die Ankniipfung erleichtern. DaB das Fibrinogen 
bei der Gerinnung eine physikalische Zustandsinderung erleidet, ist eine 
sinnfallige Erscheinung; ob gleichzeitig chemische Prozesse einhergehen, 
vermégen wir noch nicht mit Sicherheit zu entscheiden. Handelt es sich 
nun lediglich um eine Dispersititsinderung, so hitten wir den interessanten 
Fall, daB ein Ferment (Thrombin) — sofern man ihm iiberhaupt Ferment- 
charakter zubilligen darf — die Amikronen des Fibrinogens itiber das Ge- 
biet der Ultramikronen in die gequollenen Mikronen tiberfiihrt. 


1) Hekma, Diese Zeitschr., 74, 63 u. 219. 
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Fir die Frage, ob es sich bei der Bildung des Fibrins aus dem 
Fibrinogen um eine tiefergreifende chtmische Umwandlung oder 
vorwiegend um eine Anderung des Kolloidzustandes handelt, 
ist die Erforschung der rein physikalisch-chemischen Begleit- 
erscheinungen der Blutkoagulation von besonderer. Wichtigkeit. 
In erster Linie muB die Frage der Warmeténung beim Blut- 
gerinnungsvorgang auf das genaueste untersucht werden. 


I. Gerinnungswirme des Blutes. 


Wiedemann und Liideking?) haben gefunden, daB bei 
der Gerinnung von kolloidaler Kieselsiure oder von Eiweif 
Wirme entwickelt wird. Die Warmentwicklung betrigt fiir 1 g 
Kieselsiure 11,3—12,2 cal., fiir 1g frisches EiereiweiB 12,1 bis 
12,4 cal. Umgekehrt ist natiirlich die Lésung von Gelatine, 
EiweiB oder Kieselsiure mit einer Wairmeabsorption verbunden. 

Wir legten uns nun die Frage vor, ob auch bei der Blutgerin- 
nung, die ja grob mechanisch einem GelatinierungsprozeB ahnelt, 
ebenfalls eine Warmeténung auftritt. 


Aus der Literatur ergibt sich, daB altere Autoren, so Valentin 
1844*), Schiffer 1868*), Lépine 1876*) und Frédériq 1877*) iiberein- 
stimmend eine positive Gerinnungswairme gefunden haben. Die Resultate 
dieser einzelnen Arbeiten schwanken recht betriichtlich. Neueren Datums 
ist eine Arbeit von Jolyet und Sigalas®); diese Verff. finden, daB die 
spontane Gerinnung frischen Blutes unter positiver Warmeténung ver- 
lauft; bei einer sekundiren Gerinnung von Oxalblut auf Zusatz von Calcium- 
chlorid wird jedoch keine Wirme frei. Den ersten Fall untersuchten die 
genannten Autoren in der Weise, daB zwei gleiche Messingcalorimeter, 
deren einer Kaliumoxalat, deren anderer Zucker enthielt, mit Blut aus 
der Arterie eines Hundes beschickt wurden. Es wurde dann die Abkiihlungs- 
geschwindigkeit der beiden Blutproben vergleichend verfolgt. Im zweiten 
Fall lieBen sie Oxalblut auf Zimmertemperatur abkiihlen und brachten 
es mit gleichtemperierter Calciumchloridlésung zusammen, Das Thermo- 
meter, an dem die Ablesung stattfand, wurde in die gerinnende Fliissigkeit 
gestellt. Eine Riihrvorrichtung war nicht vorgesehen. Das Fehlen einer 
Rihrvorrichtung diirfte jedenfalls eine nicht unerhebliche Fehlerquelle 

1) Wiedemann und Liideking, Wiedemanns Ann. 25, 145. 1885. 

*) Valentin und Schiffer, zit. nach Compt. rend de la soc. de biol. 
45, 993, 

3) Lépine, Note sur la chaleur développée pendant la coagulation 
du sang. Gaz. méd. de Paris. 1876. 

4) Frédériq, Recherches sur la coagulation du sang. Bruxelles 1877. 

5) Jolyet und Sigalas, Compt. rend. de la soc. de biol. 45, 993. 
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bei diesen Versuchen gewesen sein. Auch erscheint es uns zweckmiBiger, 
statt des Vollblutes zum Experiment zunichst denjenigen Bestandteil 
des Blutes, in dem allein die Gerinnung vor sich geht, nimlich das Plasma, 
zu isolieren. 


Aus der herangezogenen Literatur ersieht man, daB ein tat- 
sichliches Bediirfnis vorliegt, die Frage der Warmetinung bei 
der Blutgerinnung einer erneuten Priifung zu unterziehen. Zu 
diesem Zwecke wurde folgender Weg eingeschlagen. 


Beschreibung der Apparatur. 


Als Calorimetergefai8 diente uns ein Weinholdbecher von 12 cm innerer 
Hohe und 7 cm lichtem Durchmesser. Den Deckel bildete eine starke 
Korkscheibe mit drei Bohrungen; durch je eines dieser Bohrlécher wurde 
das Beckmannthermometer, ein fiir die Aufnahme des Plasmas bestimmter 
weithalsiger Kolben und ein Glasriihrer gesteckt. In den Kolben wurde 
ein diinnwandiges, unten kugelig aufgeblasenes Reagensglas gehiingt, das 
zur Aufnahme des Serums und eines Glasstabes dienen sollte. Mit dem 
Glasstabe wurde im geeigneten Moment das Reagensglas durchstoBen, 
so daB sich Plasma und Serum mischen konnten. Wir haben also drei 
Raume zu unterscheiden; in dem innersten befand sich Serum, in dem 
mittleren Plasma und in dem duBersten Raum destilliertes Wasser. In 
dem Wasser befanden sich das Beckmannthermometer und der Riihrer. 
Das Beckmannthermometer war mit besonderer Sorgfalt von der Firma 
C. Richter, Berlin, hergestellt und von der P. T. R. geeicht worden. Die 
Fiihrung des Riihrers und sein Bewegungsmechanismus waren auBerhalb 
des Calorimeters angebracht worden, um die Reibungswirme auf ein 
Minimum zu reduzieren. Durch einen in gehériger Entfernung vom Ca- 
lorimeter aufgestellten Heinricischen HeiBluftmotor wurde der Rihrer 
ca. 60 mal in der Minute gehoben und gesenkt. Die Hubhéhe betrug 3 cm. 

Besonderer Wert wurde auf eine méglichst konstante Zimmer- 
temperatur gelegt. In den ersten Versuchen, an denen sich Fraulein stud. 
med. Meissner beteiligte, war iiberdies ein elektrischer Heizkérper 
in dem Weinholdbecher eingebaut worden, um nach den bekannten Prin- 
zipien der Calorimetrie die Gerinnungswairme zahlenmaBig ausdriicken zu 
kénnen. Da aber — um das Resultat vorwegzunehmen — die Gerinnungs- 
wirme gleich Null war, so verzichteten wir bei den weiteren Versuchen 
auf die elektrische Heizvorrichtung. Unser Hauptaugenmerk war viel- 
mehr darauf gerichtet, ob iiberhaupt qualitativ eine, wenn auch noch so 
kleine Warmeténung wahrend der Blutgerinnung zu beobachten war. 


Ausfiihrung der Messung. 


Der Gerinnungsvorgang erstreckt sich unter normalen Ver- 
haltnissen tiber einige Minuten, Bringt man Plasma und Serum 
zu gleichen Teilen im Reagensglas zusammen, so bemerkt man 
zunichst nach einer von Fall zu Fall wechselnden Zeit eine Trii- 
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bung, die im weiteren Verlauf der Reaktion immer mehr zunimmt; 
dann folgt ein Stadium der Zah- und Dickflissigkeit und hieran 
schlieBt sich erst die kompakte Gerinnung an; diese auBert sich 
darin, daB man das Reagensglas umkehren kann, ohne da8 der 
Inhalt herausflieBt. 

Ist nun dieser Erscheinungskomplex von einer Wirmeténung 
begleitet, so werden wir die Temperaturinderung des Systems 
um so scharfer verfolgen kénnen, je kiirzer die Zeit ist, in welcher 
die Reaktion durchlaufen wird. Um dies zu erreichen, haben wir 
in der bekannten Weise das Serum durch Alkali-Siurebehandlung 
aktiviert. Da die beim Aktivieren mit Normalnatronlauge und 
Normalsalzsiure gebildete Kochsalzmenge nur 87,8 mg betrug, 
und da sich diese Salzmenge auf 50 ccm verteilte, so ist die Ver- 
dinnungswirme so gering, daB sie in die Fehlergrenzen fiallt?). 

Der Gang der Messung spielte sich nun in folgender Weise 
ab. Die Vorratsflaschen mit Serum und Plasma wurden mehrere 
Stunden vor Anstellung des Versuches in ein Wasserbad von Zim- 
mertemperatur gestellt. Dann wurde das Serum rasch aktiviert 
und die 3 Raiume des Calorimeters wurden mit Serum (15 ccm), 
Plasma (35 ccm) und Wasser (200 ccm) beschickt. Mit einer Lupe 
wurde alle halben Minuten am Beckmannthermometer bis auf 
halbe Tausendstel Grade abgelesen; um die Trigheit des Queck- 
silberfadens auszuschalten, wurde in regelmaéBigem Rhythmus 
an das Thermometer geklopft. Nach durchschnittlich 30 Minuten 
konnte angenommen werden, daB sich kleine Temperaturdiffe- 
renzen im Innern des Calorimeters ausgeglichen haben. Zeigte das 
Thermometer einen regelmaBigen Gang, d. h. blieb die Differenz 
zweier aufeinanderfolgender Ablesungen konstant, so wurde die 
Reaktion eingeleitet, indem das Reagensglas durchstoBen wurde; 
es konnte sich dann das Serum mit dem Plasma mischen. In 
einem Kontrollversuch auBerhalb des Calorimeters wurde die 
Gerinnungszeit unter analogen Verhiltnissen bestimmt. 

Um zu prifen, nach welcher Zeit eine im Plasmakolben 
stattfindende Erwirmung in der AuBenflissigkeit meBbar wird, 
wurde folgender Kontrollversuch angestellt. Im Wasserraum 
befanden sich wiederum 200 ccm Wasser, der Plasmakolben war 


1) Das ergibt sich aus den Tabellen tiber Verdiinnungswirmen von 
Kochsalzlésungen. Landolt, Bérnstein und Roth; Physik.-chem. 
Tabellen. 8. 850. 
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mit 45ccm gleichtemperierten Plasmas angefiillt. Sobald ein regel- 
maBiger Thermometergang eingetreten war, wurde mit einer 
Pipette 5ccm physiologische Kochsalzlésung, deren Temperatur 
5° héher war als die des iibrigen Systems, in den Plasmakolben 
eingefillt. Es war zu erwarten, daB sich die 50 com in dem Plasma- 
kolben um 0,5° erwirmen wiirden, dies wiirde einer Temperatur- 
steigerung der AuBenfliissigkeit um 0,1° entsprechen. In der Tat 
konnte im Verlauf der nichsten 8 Minuten eine Temperatur- 
zunahme um 0,09° abgelesen werden, 


Die Versuchsergebnisse. 


In der geschilderten Weise wurden 34 Messungen angestellt, 
aus denen sich iibereinstimmend ergab, daB die Blutgerinnung 
von keiner in unserer Apparatur meBbaren Wiarmeténung begleitet 
ist. Ein Protokoll mége zur Erlauterung beigefiigt werden, 


Vorperiode Hauptperiode (Fortsetzung) 
2,6765 2,6780 
2,6765 Gang 1. 2,6780 

2,6770 + 0,000114 2,6785 Gang 2 = 0,000087 
2,6770 n 2,6785 
2,6770 2,6785 
2,6770 2,6785 
2,6785 
Hauptperiode 2,6785 
2,6770 DurchstoBen d. Reagensglases 2,6785 
2,6770 2,6785 
2,6775 2,6790 
2,6775 Eintritt der Gerinnung 2,6790 
2,6775 2,6790 
2,6775 2,6790 
2,6780 2,6790 
2,6780 2,6790 


‘Uber die Gangberechnung hat der eine von uns‘) schon in dieser Zeitschrift 
berichtet; da hier das gleiche Rechnungsverfahren angewandt wurde, kann 
auf diese Arbeit verwiesen werden. Die fiinfte und sechste Gangdezimale 
ist durch Rechnung entstanden; garantieren kann man nur bis zur 4. De- 
zimale. Runden wir ab, so erhalten wir fiir Gang 1 und Gang 2 die Zahl 
0,0001. 

Wenn nun auch aus diesen Resultaten hervorgeht, daB bei 
der Blutgerinnung eine -meBbare Wirmeténung nicht auftritt, 


1) E. Atzler und F. Richter, diese Zeitschr. 100, 193. 1919. 


Biochemische Zeitschrift Band 110. 17 
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so kann man von diesem Ergebnis nicht ohne weiteres eine Parallele 
zu den Resultaten von Wiedemann und Liideking ziehen. 
Jene Forscher arbeiteten mit einem konzentrierten Kolloid; bei 
uns handelt es sich aber um ein Kolloid, dessen Konzentration 
nur 4/,9, betrigt. Die bei der Umwandlung des Fibrinogens in 
Fibrin evtl. doch freiwerdende Warme wiirde also dem geringen 
Prozentgehalt entsprechend klein sein und kénnte so dem Nach- 
weis entgehen. 

In unseren Versuchen arbeiteten wir mit 0,175 g Fibrinogen ; 
wirde die Gerinnungswirme des Fibrinogens derjenigen der 
Kieselsiure gleich sein, so haitten wir eine Wairmemenge von 
2,1 cal. zur Verfigung, die sich gleichmaBig tiber 250 com Wasser 
+ Serum + Plasma verteilt. Dies wiirde aber einer Temperatur- 
zunahme von 0,008° am Beckmannthermometer bedingen. Dieser 
Wert wiirde der Beobachtung nicht entgehen. Fiir die Gerinnung 
von 1g ,,Eiwei8 Trommsdorf‘ geben die genannten Autoren 
2,8 cal. an. Diese Warmemenge wiirde fiir unsere Versuchs- 
anordnung an der Grenze des Nachweises liegen, wenn man beriick- 
sichtigt, daB das Beckmannthermometer nur bis 0,001° zuver- 
lassig arbeitet. Das Ergebnis dieses Abschnittes liBt sich dahin 
zusammenfassen, daB eine Wairmeténung bei der Gerin- 
nung nicht ausgescblossen ist, da8B sie aber pro © 
Gramm Fibrinogen unter 1,5 cal. liegen muB. 


II. Ist die Blutgerinnung mit einer Volumenindcrung verbunden? 


Nachdem wir gefunden haben, daB eine nachweisbare Warme- 
entwicklung bei der Blutgerinnung nicht auftritt, soll jetzt weiter 
untersucht werden, ob bei dem Gerinnungsvorgang eine aéuBere 
Arbeitsleistung (Volumeninderung) zu beobachten ist. 

Sigalas stellte im Jahre 1904 derartige Versuche an. Er 
ma die Volumeninderungen bei spontaner Gerinnung von 4 bis 
5proz. Gelatinelésung, von Milch mit Labferment und von 
Pferdeoxalatplasma auf Zusatz von Calciumchlorid. Die Mes- 
sungen wurden in einem 250-ccm-Kolben ausgefiihrt, auf den ein 
kalibriertes Steigrohr aufgesetzt war, so daS Volumanderungen 
von +4/,, ccm abgelesen werden konnten. Der Kolben war frei in 
der Luft aufgehingt, die nach Méglichkeit gleichtemperiert blieb. 
Der Autor fand, daB das Volumen bei allen 3 Kolloidarten kon- 
stant blieb. 
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Eine Ablesung auf 4/,.ccm, d. h. auf 1 : 5000 des Gesamt- 
volumens kann aber nicht den Anspruch machen, die Frage der 
Volumeninderung bei der Gerinnung zu entscheiden. Bedenkt 
man, daB es sich um eine Aggregatszustandsinderung des Fibrino- 
gens handelt, das nur den 200. Teil der Gesamtblutmenge aus- 
macht, so folgt, daB man die Bestimmung mit viel gréSerer 
Genauigkeit vornehmen muB. 


Beschreibung der Apparatur. 


In einem 15 1 Wasser fassenden Thermostaten wurde ein Pykno- 
meter von 50 ccm Inhalt mit Capillare von 1 mm lichtem Durchmesser 
so befestigt, daB sich die Offnung des Halses 4 mm tiber dem Wasserspiegel 
befand. Der Meniscusstand wurde mit Hilfe eines Ablesemikroskops 
durch ein Okularmikrometer beobachtet. Die VergréBerung war so gewihlt, 
daB 100 Teilstriche am Mikrometer 4 mm an der Capillare entsprachen. 
Das Thermostatenwasser wurde durch einen Ostwaldschen Zentrifugal- 
heberiihrer') geriihrt, dessen Tourenzahl 120 in der Minute betrug. Den 
Antrieb leistete ein Elektromotor. Temperaturschwankungen, die in még- 
lichst engen Grenzen gehalten wurden, konnten an einem in den Thermo- 
staten getauchten Beckmannthermometer verfolgt werden. Ein Teil 
der Messungen wurde bei einer Thermostatentemperatur von 38° C vor- 
genommen. 

Plasma und Serum wurden vor der Anstellung der Messung mehrere 
Stunden in diinnwandigen Glasflaschen in den Thermostaten gehiingt. 
Dann wurden 25 ccm Plasma in das Pyknometer gegossen; in 15 Minuten 
glichen sich evtl. Temperaturdifferenzen aus; der Thermometergang wurde 
von 3 zu 3 Minuten kontrolliert. Dann wurden 25 ccm Serum nachgefiillt 
und das Capillarrohr aufgesetzt. Um den Meniscus in die Mitte der Capillare 
zu verlegen, wurde die Fiiissigkeit etwas abgesaugt. Bei allen diesen 
Manipulationen blieb der Pyknometerkérper unter dem Wasserspiegel. 
Durchschnittlich nach 2 Minuten war die Apparatur so weit zusammen- 
gestellt, daB mit der Ablesung am Mikroskop begonnen werden konnte. 
Alle halben Minuten wurde der Meniscusstand in der Capillare, alle 3 Mi- 
nuten der Thermometerstand notiert. Ein Kontrollversuch unter analogen 
Bedingungen im Reagensglas zeigte den Eintritt der Gerinnung an. Die 
Ablesung wurde bis 5 Minuten nach Eintritt der kompakten Gerinnung 
fortgesetzt. 

Diese Methode hat einige Nachteile. Beim ZusammengieBen von 
Plasma und Serum lassen sich Temperaturdifferenzen nicht vermeiden. 
Diese gleichen sich erst nach ca. 10 Minuten aus, infolgedessen kommt 
der Meniscus erst relativ spit zur Ruhe. Es entgehen dainit die ersten 
10 Minuten der exakten Beobachtung. Es wurde zwar versucht, den 
Wirmeaustausch dadurch zu beschleunigen, daB dem Pyknometer eine 
Form gegeben wurde, die ein méglichst giinstiges Verhiltnis von Ober- 


1) Ostwald-Luther, Physik.-chem. Messungen. 2. Aufl. S. 99. 
ad 
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fliche zu Inhalt bot. Zu dem Zwecke wurden diinnwandige, abgeflachte 
Pyknometer hergestellt. Die Vorteile dieser neuen Versuchsanordnung 
waren aber nicht erheblich. Es wurde zwar erreicht, daB sich der Menis- 
cus schon nach 6 Minuten einstellte, aber aktiviertes Serum konnte wegen 
seiner kurzen Gerinnungszeit doch noch nicht untersucht werden. Und 
die Zusammendringung der Reaktion auf eine méglichst kurze Periode 
ist auch fiir diese Untersuchungen von groBer Wichtigkeit. Dann mu8 
aber eine Vorrichtung getroffen werden, die das Zusammenbringen von 
Serum und Plasma erméglicht, 
ohne daB Temperaturdifferen- 
zen auftreten. 

Zu diesem Zwecke kon- 
struierten wir folgende einfache 
Apparatur (s. Abb. 1). Zwei 
Kolben K, und K, von 30 und 
75 ccm Inhalt sind durch ein 
Glasrohr miteinander verbun- 
den. Dieses Rohr ist durch 
einen Hahn H mit langausge- 
zogenem Griff verschlieBbar. 
Der gréBere Kolben laiuft nach 
oben in eine Capillare C von 
1 mm Durchmesser, der kleine 
in ein Glasrohr von 6 mm lichtem Durchmesser aus. Der Apparat taucht 
in das Thermostatenwasser so weit ein, da8 nur die oberen Teile der Steig- 
rohre und des Hahngriffes herausragen. 

Der-30-com Kolben wird mit aktiviertem Serum, der 75 com Kolben 
zu */, mit Plasma gefiillt; dann wird der Apparat in den Thermostaten 
versenkt. Riihrung, Ablesung usw. erfolgen in prinzipiell gleicher Weise 
wie bei der schon beschriebenen Versuchsanordnung. Nach 30 Minuten 
wird der Hahn geéffnet und das Serum in den groBen Kolben durch Luft- 
druck hiniibergepreBt, bis die Fliissigkeitssiule der Capillare in dem Ge- 
sichtsfeld des Ablesemikroskopes erscheint. Dann wird der Hahn ge- 
schlossen und mit der Ablesung begonnen. 
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Versuchsergebnisse. 


Es wurden im ganzen 65 Messungen angestellt, davon 21 mit 
dem 50-ccm-Pyknometer, 5 mit einem flachen 100-ccm-Pykno- 
meter, 2 mit einem flachen 10-ccm-Pyknometer und 37 mit dem 
zuletzt beschriebenen Apparat. Am genauesten gestalteten sich 
die Messungen mit aktiviertem Serum in der eigens zu diesem 
Zwecke konstruierten Apparatur. Die Gerinnungsdauer betrug 
hierbei 1,5—2 Minuten und die Ablesung wahrte ca. 15 Minuten. 
Wiahrend dieser Zeit konnte die Temperatur des Thermostaten- 
wassers bis auf 0,001°C konstant gehalten werden. Brauchbar 
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waren auch die Messungen im 50-ccm-Pyknometer ; die Gerinnungs- 
zeit betrug hier 25—40 Minuten. Die Ablesung wurde 50 Minuten 
lang durchgefiihrt. In dieser Zeit schwankte die Thermostaten- 
temperatur um 0,006° C. 

Aus den Kohlrauschschen Tabellen’) ergibt sich, daB die Volumen- 
anderung, die 1 g Wasser in einem GlasgefaiB pro 1 ° Temperaturerhdhung 
aufweisen wiirde, im Bereich von 15°—20° 0,00015 betrigt. Falls man 
den Ausdehnungskoeffizienten des Plasmas bzw. des Serums dem des 
Wassers gleich setzen darf, was wohl annihernd zulissig ist, so hitten wir 
also in dem 50 ccm fassenden Pyknometer bei einer Erwirmung des Thermo- 
staten um beispielsweise 0,01 ° eine Volumzunahme um 0,000075 zu erwarten. 

Nun entspricht 100 Teilstrichen des Okularmikrometers eine Fliissig- 
keitssiule von 0,5-0,5-3,142-4 cmm = 3,142 cmm = 0,003142 ccm, 
also einem Teilstrich 0,000031 ccm. Da eine Temperaturerhéhung um 
0,01° einer Volumenzunahme um 0,000075 ccm entspricht, so wird sich 
der Fliissigkeitsmeniscus um 2,4 Teilstriche verschicben. 

Bei den Messungen am 50-ccm-Pyknometer wurde die Temperatur 
bis auf héchstens 0,006° Unterschied von Beginn bis zum Ende der Mes- 
sung konstant gehalten; das entspricht 1,4 Teilstrichen. Temperatur- 
anderungen konnten also bei unseren Versuchen im Stande des Meniscus 
eine Differenz bis zu 1,4 Teilstrichen bedingen. 

Aus den mitgeteilten Versuchstabellen ist ersichtlich, daB die 
tatsichlich beobachteten Meniscusschwankungen diese Grenze 
nicht tiberschreiten. 

Was die Empfindlichkeit der Methode anbetrifft, so haben wir 
die Méglichkeit, noch Volumeninderungen im Verhialtnis 1 : 160000 
zu erkennen. Noch giinstiger gestalten sich die Verhiltnisse bei 
der zuletzt besprochenen Apparatur, bei der noch Volumen- 
ainderungen im Verhiltnis 1 : 2400000 erkennbar sind. 

Aus diesen Versuchen ergab sich tibereinstimmend, daB 
eine meBbare Verinderung des Volumens wahrend 
der Blutgerinnung nicht eintritt. 2 Protokolle werden 
zur Erlauterung beigegeben (Apparatur Abb. 1). 


Protokoll L 
Uhr Meniscus Thermostatentemperatur 
6» 15’ — 3,2810 
6» 18’ -— 3,2810 
6» 21’ Hahn erdffnet 3,2810 
88,5 
89,0 
89,0 
1) Kohlrausch, Lehrbuch der Prakt. Physik, S. 700. 
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Uhr Meniscus Thermostatentemperatur 
89,5 
89,5 
89,5 3,2810 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 Beginn der Gerinnung 6° 23’; 
89,5 Temperaturiinderung des 
89,5 Thermostaten: 0,001°C. Ver- 
89,5 schiebung des Meniscus + 
89,5 1 Teilstrich. 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 
89,5 3,2820 
89,5 


Protokoll IL 


Uhr Meniscus Thermostatent emperatur 

1e¢00° — 3,8850 

10803 — 3,8850 

1e206° = — 3,8850 
Hahn geéffnet 
12,5 
12,0 
12,0 
12,0 
12,0 
12,0 Beginn der Gerinnung 10" 07’; 
12,0 Temperaturanderung des 
12,0 Thermostaten von Beginn bis 
12,0 zu Ende des Versuchs:0,001 °C. 
12,0 Unterschied im Stand des 
12,0 Meniscus: — 1 Teilstrich. 
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Uhr Meniscus Thermostatentemperatur 
10512’ 12,0 3,8850 
12,0 
12,0 
12,0 
12,0 
11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
10°18’ 11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
11,5 
10221’ = 11,5 3,8845 


II. Findet bei der Blutgerinnung eine Anderung der elektrischen 
Leitfihigkeit statt? 


Aus den Ergebnissen des ersten und zweiten Teiles dieser 
Arbeit folgt mit emem gewissen Grade von Wahrscheinlichkeit, 
daB chemische Prozesse bei der Gerinnung keine wesentliche Rolle 
spielen. Wenn auch in dem Fehlen einer meBbaren Warmeténung 
oder evtl. in dem Bestehen einer solchen Warmeténung, wie sie 
fir die Sol-Gelumwandlung der Kieselsiure usw. bekannt ist, 
und wenn auch weiter in dem Fehlen einer Volumeninderung 
noch kein Beweis dafiir erblickt werden kann, daB chemische 
Reaktionen mit Sicherheit auszuschlieBen sind, so ist doch bei 
unseren heutigen Kenntnissen tiber den Sol- und Gelzustand 
deren Existenz in Frage gestellt. In der Messung der elektrischen 
Leitfahigkeit bietet sich uns nun eine weitere Untersuchungs- 
méglichkeit dar, deren Resultate zwar auch nur in negativem 
Sinne Verwertung finden kénnen. 

Nach Arrhenius?) wird die Leitfahigkeit eines Elektrolyten 
durch Gegenwart eines Nichtelektrolyten beeintrichtigt. In 


1) Arrhenius, Uber die Anderung des elektrischen Leitvermégens 
einer Lésung durch Zusatz von kleinen Mengen eines Nichtleiters. Zeit- 
schrift f. physik. Chemie 1892, S. 9. 
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K6rperflissigkeiten ist, wie Bugars ki und Ta ng}') gezeigt haben, 
die geringere Dissoziationsfaihigkeit durch den EiweiBgehalt be- 
dingt. Wenn diese Substanzen eine chemische Anderung eingehen, 
so wire es wohl denkbar, daB sich dieser chemische Vorgang in 
einer Verinderung der Leitfaihigkeit der Elektrolytlésung auBert. 

Die molekulare Leitfahigkeit hingt nun aber lediglich von 
der Zahl der Ionen und deren Geschwindigkeit ab. Diese Geschwin- 
digkeit ist aber abhingig von dem Widerstand, den die Fliissig- 
keit der Bewegung der Ionen entgegensetzt, also auch von dem 
Grade der Viscositat. Da wohl anzunehmen ist, daB bei der Ge- 
rinnung Viscositatsinderungen auftreten, so wire theoretisch 
eine Anderung der Leitfahigkeit wahrend des Gerinnungsvorganges 
auch dann zu erwarten, wenn keine chemischen Prozesse eine 
Widerstandsinderung hervorrufen. GroB werden aber diese 
Anderungen kaum sein, da in den Hohlraumen des Gels die ur- 
spriingliche Viscositaét erhalten bleibt. Was nun die Diffusibilitat 
in Gelen betrifft, so ist bekannt, daB ,,in verdiinnten Gelen die 
Diffusionskonstante nur wenig durch die Gegenwart des Gel- 
geriistes beeinfluBt wird?)“. 

Die Frage nach einer elektrischen Leitfihigkeitsinderung 
wahrend der Blutgerinnung wurde bisher mehrfach geprift, und 
zwar mit wechselnden Ergebnissen. Frank*) fand bei Messungen 
an Oxalatblut keine konstante oder bestimmbare Anderung. 

Bayliss‘) fihrte seine Versuche an Vollblut aus und fand 
eine Verminderung der Leitfaihigkeit um 18,5%; umgekehrt 
beobachtete er bei der Milchgerinnung den entgegengesetzten 
Vorgang. Dem widersprechen Befunde von Wilson®) und 
Calugareanu®), die beide an kérperchenfreiem Material mafen. 
Sie fihrten die von Bayliss angegebene Anderung um 18,5% 

1) Bugarski und Tangl, Physikalisch-chem. Untersuchungen tiber 
die molekularen Konzentrationsverhiltnisse des Blutserums. Arch. f. d, 
ges. Physiol. 72, 540. 1898. 

*) Freundlich, Capillarchemie, 8. 515. 

%) Frank, A note on the electric conductivity of blood during co- 
agulation. Americ. Journ. of physiol. 14, 466. 

*) Bayliss, Biochemical Journ. 1, 175. 1906. 

.5) Wilson, The conductivity of blood in coagulation. Biochemical 
Journ. 2, 377. 1907. 

*) Calugareanu, Conductivité du plasma sanguin, du plasma 
musculaire et du lait pendant la coagulation. Compt. rend. de la soc. 
de biol. 65, 698. 1908. 
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darauf zuriick, daB sich die roten Blutkérperchen senken und an 
die Elektrodenflichen anlagern. Samoljoff') fand in einer 
ersten Reihe von Experimenten an kérperwarmem Vollblut eine 
Verminderung der Leitfahigkeit, die sich tiber die ganze Messung 
erstreckte und sich unabhangig vom Zeitpunkte der Gerinnung 
erwies. Eine zweite Reihe von Experimenten mit Oxalatplasma 
ergab Konstanz der Leitfahigkeit. 

Es erscheint also notwendig, im Rahmen dieser Arbeit obige 
Resultate einer erneuten Priifung zu unterziehen. 

Beschreibung der Apparatur. 
'§]" Verwandt wurde die Kohlrauschsche Leitfihigkeitsmethode. Das 
LeitfaihigkeitsgefaB hatte eine Widerstandskapazitét von C= 1,13. Es 
tauchte in einem 1,5 1 Wasser fassenden Thermostaten ein. Auf genaue 
Temperaturkonstanz wurde geachtet. Das Material wurde auch hier mehrere 
Stunden vor der Messung in Vorratsflaschen in Thermostaten aufbewahrt. 
Zur Verbesserung des Tonminimums wurde dem groBen Vergleichswider- 
stand eine abstufbare Kapazitit parallel geschaltet. Als Briicke fand 
eine sog. Walzenbriicke von 3 m Drahtlinge Verwendung. Samtliche 
VorsichtsmaBregeln, die diese Methode erheischt, wurden beriicksichtigt. 
Vor allem wurde darauf geachtet, daB der Wechselstrom nicht zu lange 
Zeit durch das LeitfaihigkeitsgefaB hindurchging. Es erwies sich fernerhin 
als zweckmaBig, die Messungen mit unaktiviertem oder nur schwach 
aktiviertem Serum auszufiihren. 
Versuchsergebnisse. 

Es wurden 42 Messungen an Serum + Plasma angestellt. 
Wir erhielten regelmaBig das Resultat, daB bei der Blutge- 
rinnung keine meBbare Anderung der Leitfahigkeit 
eintritt. Herrn Geheimrat Bleibtreu danken wir ergebenst fiir 
die bewihrten Ratschlage. 


Zusammenfassung. 

Der Vorgang der Blutgerinnung ist mit keiner meSbaren 
Warmeténung verkniipft. Beriicksichtigt man aber den geringen 
Fibrinogengehalt des untersuchten Plasmas und wertet man die 
Empfindlichkeit der calorimetrischen Apparatur aus, so folgt, 
daB eine Wirmeténung bei der Gerinnung nicht ausgeschlossen 
ist. Sie miBte pro Gramm Fibrinogen unter 1,5 cal. liegen. Ande- 
rungen des Volumens und der elektrischen Leitfahigkeit konnten 
wahrend der Blutgerinnung ebenfalls nicht beobachtet werden. 

1) Samoljoff, Thése de doctorate. Sciences Paris 1908, S. 50. Uber 


den Einflu8 der Gerinnung des Blutes auf die Leitfihigkeit desselben. 
Diese Zeitschr. 11, 210. 1908. 
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Von 
M. Wei8 (Wien-Gleichenberg). 


(Eingegangen am 22. Juli 1920.) 


Obgleich die Phenolbestimmung im Harn ein seit Jahr- 
zehnten geiibtes Verfahren der physiologischen Chemie darstellt, 
ist die Technik derselben noch immer keine einheitliche. Prak- 
tische und theoretische Einwinde stellen sich den ausgezeichneten 
Methoden von Kossler und Penny?®), von Neuberg®) und von 
Mooser*) entgegen, welche vielleicht bewirkt haben, daB die 
doch manches interessante Problem beriihrende Phenolausschei- 
dung im Harne in der letzten Zeit weniger verfolgt wurde. Die 
quantitative Bestimmung der Phenole im Harn ist, nach welcher 
Methode immer wir heute arbeiten, mit einem bedeutenden Zeit- 
aufwand verbunden. Daher hielt ich den Versuch der Miihe wert, 
mein) relativ einfaches Verfahren der Tyrosinbestimmung mittels 
der Millonschen Reaktion auch auf den Harn fir die Bestimmung 
der Phenole anzuwenden. 

Das Prinzip des Verfahrens ist die colorimetrische Auswertung 
der Millonschen Probe. 

Zu 3 ccm der zu untersuchenden Fliissigkeit kommen 2 ccm einer 
Lésung von 5g Hydrarg. oxydatum sulfur. in 100 ccm 5 volumproz. H,SO,°) 


in einem graduierten Réhrchen hinzu, dann wird iiber einer nicht zu starken 
Flamme (Spiritusbrenner) bis gerade zum Sieden erhitzt, einige Augen- 


1) Subventioniert von der Fiirst Liechtensteinschen Stiftung. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 17, 117. 1892. 

%) Der Harn 1, 465. 1911 und Zeitschr. f. physiol. Chemie 27, 123. 1899. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chemie 63. 1909. Liechti u. Mooser, Zeit- 
schr. f. physiol. Chemie 73, 368. 1912. M. Hensel, Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 78, 373. 1913. Neuberg u. Hildesheimer, diese Zeitschr. 
28, 525. 1910. 

5) Diese Zeitschr. 97, 170. 1919. 

6) Die Konzentration dieser Liésung ist gegen friiher etwas abgeandert. 
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blicke abgewartet, bis keine Gasblasen mehr aufsteigen und hierauf werden 
aus einem Tropfflischchen 3 Tropfen einer '/, proz. NaNO,-Lésung hinzu- 
gefiigt. Bei Anwesenheit von in den Kreis der Millonschen Reaktion 
fallenden Substanzen (Phenol, Parakresol, Oxysiiuren, Tyrosin uw. a.) 
entsteht eine distinkte Rotfirbung, welche innerhalb von 3 Min. ihr Maxi- 
mum erreicht und etwa */, Stunde sich unverindert erhilt. Die in dieser 
Weise mit einer Tyrosinlésung 1 : 50000 angestellte Probe ist ganz frei 
von Triibungen oder Niederschligen und gilt als Standardprobe. Alle Be- 
stimmungen werden unter Heranziehung dieser Standardprobe zum colori- 
metrischen Vergleich vorgenommen, indem die Verdiinnung der zu priifen- 
den Flissigkeit soweit getrieben wird, bis die Intensitit der mit der letzten 
Verdiinnung in der gleichen Weise angestellten Millonschen Reaktion 
gleich oder annihernd gleich ist der Standardprobe. Ist nicht gleiche 
Intensitét vorhanden, dann kann man innerhalb kleiner Grenzen (bis zu 
etwa zweimaliger Verdiinnung) durch Vergleich im Colorimeter oder, 
wie ich mich iiberzeugt habe, auch ebensogut durch Verdiinnung der Proben 
mit Wasser in gleich tiefen Réhrchen den Tyrosinwert bestimmen. Die 
erste Probe mit der zu untersuchenden Fliissigkeit ist eine blinde, orien- 
tierende. Ist die Intensitat, wie in der Regel, viel stirker als die der Stan- 
dardlésung, so bestimmt man ungefahr durch Verdiinnung, wievielmal 
stirker die Millonsche Probe ist, um dann, wenn z. B. 5 malige Verdiinnung 
approximativ der Standardprobe entspricht, mit der 5 maligen Verdiinnung 
der Ausgangsfliissigkeit wieder die Millonsche Reaktion in der gleichen 
Weise anzustellen usw. Gewdhnlich wird man mit der aus der Intensitit 
der Millonprobe gewonnenen Verdiinnungszahl noch nicht die richtige 
Verdiinnung treffen, weil die Millonsche Probe nicht parallel der Kon- 
zentration des Tyrosins (od. anderer Phenole) ausfallt, sondern schwiicher. 
Erst in der Verdiinnungsbreite, welche 1 : 50000 Tyrosin entspricht, 
sind die angewendeten Reagensmengen geniigend, um das Maximum an 
Farbung zu ergeben. 

Mit reiner Tyrosinlésung erhailt man bei der Standardprobe eine ab- 
solut klare Filiissigkeit, dagegen geben EiweiBhydrolysate und Harn- 
fliissigkeiten immer Niederschlag. Von diesem oder einer Triibung wird 
immer abfiltriert, jedoch erst nach dem Zusatz des NaNO, und nach Ver- 
lauf der vorgeschriebenen 3 Minuten. 


Dieses fiir das Tyrosin erprobte Verfahren muBte fiir den Harn 
modifiziert werden, weil im Harne die reagierenden Phenole 
nicht frei, sondern gebunden an Schwefel- oder Glucuronsdure 
enthalten sind, und weil die Phenole im Gegensatz zum Tyrosin 
flichtig sind. Die obenerwihnte 5proz. Hg-Sulfatlésung in 
5 Vol.-proz. H,SO, ergibt beim Hinzufiigen zu 3 ccm Flissigkeit 
eine ungefihr 5 Gew.-proz. H,SO,-Lésung, welche zur Hydrolyse 
der Phenolverbindungen geniigt. Es konnte daher erwartet 
werden, daB beim Kochen der Probe mit einem RiickfluBkihler 
oder, wie ich es spiter getan habe, mit einem 1 m-Steigrohr inner- 
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halb kurzer Zeit die Phenole nachweisbar wirden. Dies war in 
der Tat so. Schon nach etwa 5 Minuten dauerndem Kochen in 
einer mit Steigrohr versehenen Epruvette (am besten wieder mit 
Spiritusbrenner) waren Phenole nachweisbar und nach 1/,stiin- 
diger Hydrolyse war die Zerlegung vollendet. Auf diese Weise 
lieB sich in jedem Harne eine mehr oder weniger starke Millonsche 
Reaktion nachweisen, welche vorher nicht vorhanden war. Noch 
reiner und schéner trat diese Reaktion hervor, wenn man den 
normalen Harn einige Male vorher verdiinnte und dann erst die 
Hydrolyse vornahm. 

Zur quantitativen Bestimmung der Phenole im Harn habe ich 
zunichst einen blinden Versuch mit in der Regel schon einige 
Male (2—5mal) verdiinntem Harn gemacht und bin dann auf 
Grund der mit dieser Verdiinnung nach der Hydrolyse erhaltenen 
Millonschen Probe weiter nach den friiheren Angaben vorgegangen. 

Das Verfahren der quantitativen Bestimmung der Phenole 
im Harn gestaltet sich daher folgendermafen: Man verdiinnt den 
nativen Harn (bei EiweiBgegenwart nach Ausfillung mit wenig 
Barytwasser und Notierung der hierdurch entstandenen Ver- 
diinnung) 2—5 mal mit gewéhnlichem Wasser, (fillt am besten 
mittels Pipette) 3 ccm der Verdiinnung in ein graduiertes Réhrchen 
(von denen man sich mehrere gleich tiefe vorritig halt), figt 2 ccm 
der Hg-Sulfatlésung hinzu, gibt einen Gummistopfen mit einem 
kleinen Kihler oder einem 1 m-Steigrohr darauf, klemmt das 
Ganze ein und erhitzt durch 1/, Stunde mit einem Spiritusbrenner, 
wobei die Fliissigkeit in gleichmaBigem Kochen ohne StoBen zu 
erhalten ist, was man durch Heben und Senken des Réhrchens 
in der Klemme erreicht. Nach 1/, Stunde stellt man den Brenner 
beiseite und l4Bt noch, was im Destillierrohr ist, abtropfen. 
Inzwischen hat die Flissigkeit aufgehért zu sieden, und man figt, 
nachdem man den Gummistopfen abgenommen hat, sofort die 
3 Tropfen NaNO, hinzu. Auf die Triibung der Flissigkeit wird 
zunachst keine Riicksicht genommen. Erst nach 3 Minuten, 
innerhalb deren die Millonsche Reaktion das Maximum ihrer 
Intensitat erreicht hat, filtriert man durch ein kleines Filterchen 
bis zur vélligen Klarheit. Vor dem Abschlu8 der Hydrolyse hat 
man sich mit der Standardtyrosinlésung die Millonsche Probe 
vorbereitet, so da8 man sofort vergleichen kann. Liegt die In- 
tensitat der Probe im Bereiche der Standardprobe, d. h. ist sie 
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héchstens 2 mal so stark oder 2mal so schwach, dann kann man 
direkt den Wert bestimmen, ist aber, wie nicht selten, die Inten- 
sitat viel starker, dann mu man mit einer neuerlichen, der In- 
tensitat der Probe entsprechenden Verdiinnung die Hydrolyse 
wiederholen und in gleicher Weise verfahren. In der Regel wird 
eine Bestimmung, wenn man sich die Apparatur zweckmiaBig 
hergerichtet hat, kaum linger als 1/, Stunde in Anspruch nehmen. 


Z. B. 1, Tagesmenge eines Normalharnes 1200 cem. 5 ccm wurden 
5 mal verdiinnt. Zu 3 ccm dieser Verdiinnung kamen 2 ccm Hg-Sulfat- 
lésung. Diese Fliissigkeit wurde +/, Stunde hydrolysiert und in der be- 
schriebenen Weise die Probe schlieBlich angestellt. Es ergab sich, daB 
die 5malige Verdiinnung eine genau gleich starke Millonsche Reaktion 
zeigt wie die Standardtyrosinlésung 1: 50000. Der in Tyrosin ausge- 
driickte Phenolwert pro die betriigt daher: 
y= 1200-5+1 
50000 
2. Care. recti. Tagesmenge 600 ccm. Die 5malige Verdiinnung er- 
gab nach der Hydrolyse eine Millonreaktion, die etwa 6 mal so stark war 
als die Standardprobe. Es wurde nun mit der 30fachen Verdiinnung hy- 
drolysiert und wieder gepriift. Die Millonsche Reaktion war noch starker 
als die Standardprobe, und zwar muBte die Probe der 30fachen Verdiin- 
nung von 4,5—7 verdiinnt werden, um gleiche Intensitaét zu erhalten. 
600 - 30 - 7-1 
4,5 50000 
3. Diabetes mellitus. Tagesmenge 3500 com. Die 2fache Verdiinnung 
ergab nach der Hydrolyse usw. eine Millonsche Reaktion, die schwicher 
war als die Standardprobe und zwar muBte diese von 5 auf 8 verdiinnt 
werden bis zur Farbengleichheit. 


Se re re 
yee: S s0000 ~ 2087 - 


Das Verfahren wurde mehrfach auf seine VerlaiBlichkeit durch Kon- 
trollproben gepriift. 

1. Mein eigener Harn. Tagesmenge 1000 ccm ergab 0,120 als Tyrosin- 
wert der Phenole. Zu 20 com des nativen Harnes wurden 2 ccm einer 
lpromill. p-Kresollésung, enthaltend 0,002 p-Kresol = 0,0033 Tyrosin 
(Mol.-Gew. des Kresols: Mol.-Gew. des Tyrosins = 108: 181) hinzu- 
gefiigt und der Tyrosinwert wieder in obiger Weise bestimmt. Es wurden 
gefunden 0,0054, berechnet 0,0024 + 0,0033 = 0,0057. 

2. Tumor abdominis. Tagesmenge 1000 ccm. Die 12fache Verdiin- 
nung ergab den Wert von 0,382, die 18fache 0,390 pro die. 

3. Lobulaire Pneumonie. Tagesmenge des Harnes 1200 com. Der 
Originalharn ergab pro die den Wert von 0,320. Die Fraktion I aus 160 com 
(s. diese Zeitschr, 102, 228) gab keine Millonsche Probe. Die Fraktion II 
mit Natriumphosphat gelést = 58 com gab bei 25facher Verdiinnung einen 


= 0,120. 





Der Tyrosinwert x = = 0,560 . 
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Millon, welcher */, so stark war als die Standardprobe. Der Tyrosinwert der 
Phenole in der Fraktion II «= 1200 - 58 + 25 + 1 


~T60 - 2.50000 = 0,109 - Von diesen 

58 com wurden 20 mit Ammonsulfat ausgesalzen, das Filtrat betrug 

32 ccm. Die 10fache Verdiinnung ergab*) einen Millon, der gegeniiber der 

Standardprobe schwicher war, und zwar im Verhiiltnis von 5 : 6,4. Tyrosin- 

seen r ae = 0,108. Die Fraktion III enthieit 

0,206. Die Summe der drei Fraktionen, welche zusammen dem Originalharn 

entsprechen, ergab somit: 0 + 0,109(0,108) + 0,206 = 0,315(0,314) gegeniiber 
0,320 im Originalharne. 

4. Ikterus gravis. Totaler Gallengangsverschlu8. Tagesmenge des 

Harns 500ccm. Die 20fache Verdiinnung ergab Millon = ue der Standard- 


probe = 0,300 Tyrosin. Der mit CHCl, konservierte Harn wurde in Un- 
kenntnis des friiheren Wertes 5 Wochen spiter wieder untersucht und 
ergab bei 30facher Verdiinnung genau gleiche Intensitét des Millon wie die 
Standardliésung. Tyrosinwert daher wieder 0,300. 

5. Tumor abdom. Tagesharn 1600 ccm. Tyrosinwert der Phenole 
pro die = 0,380. Von diesem Harn wurden 100 ccm mit 2 ccm konz. 
H,SO, versetzt und unter zweimaligem NachgieBen von Wasser am ab- 
steigenden Kihler destilliert. Das Destillat (wasserfarben) = 190 ccm 
ergab bei 5facher Verdiinnung und Vornahme der Probe wie mit reinem 
Tyrosin (nur mit Riickflu8) genau gleiche Probe wie die Standardlésung. 
Ihr Tyrosinwert 2 = Rene nlietac = 0,304. Der Riickstand im Kol- 
ben ergab im abgedunsteten und wieder in Wasser gelésten Atherextrakte 
einen Tyrosinwert von 0,055. Daher wurden von 0,380 wiedergefunden 





wert x= 





im Riickstand (atherlésliche Phenolderivate) . . 0,055 
. zusammen 0,359 


6. In einem anderen Falle wurden von 0,240 im zweimaligen Destillat 
wieder gefunden 0,171. 
7. Mischung verschiedener diazopositiver Harne. Durchschnitts- 
tagesmenge 800 ccm. 
6 Alb. Gesamttyrosinwert p. d. 


Fraktion ITI 





Bei der Bestimmung der Phenole auf die beschriebene Art 
-wurde keine besondere Riicksicht auf die Oxysiuren genommen. 

1) Bei starkem Ammonsulfatgehalt wie bei der Sattigung stért der 
Salzgehalt, wie auch mitunter starker Zuckergehalt bei Diabetes mellitus. 
Erst die mehrfache Verdiinnung schaltet diese Stérungen aus. 
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Nach den spiarlichen Angaben der Literatur hieriiber betrigt die 
Menge derselben p. d. 15—25 mg. Durch einige Bestimmungen 
im zweimaligen Atherextrakt des angesiuerten Harnes konnte ich 
ahnliche Werte fiir die Norm feststellen. Beim Carcinom des 
Digestionstraktus scheint parallel mit einem erhéhten Phenolwert 
auch die Menge der Oxysiiuren vermehrt zu sein, wie ja schon 
Baumann einen Parallelismus zwischen Oxysiuren- und Phenol- 
ausscheidung festgestellt hat. Es dirfte daher berechtigt sein, 
diesen sicher nicht groBen Wert, der auf die Oxysiuren entfiallt, 
unter den Phenolwert zu subsummieren. 

Dieser Phenolwert, den ich als Tyrosin berechne, ist somit 
(wie auch bei den friiheren Bestimmungsverfahren) kein einheit- 
licher. Es sind darin bei meinem Verfahren auSer Phenol und 
p-Kresol auch noch die Oxysiuren inbegriffen. Fir das Vorhanden- 
sein anderer Oxyphenylderivate, wie z. B. Tyrosin selbst, ergab 
sich bisher kein Anhaltspunkt. Wenigstens konnte im Bleiacetat- 
niederschlag bei saurer Reaktion, im Ammonsulfatniederschlag 
und im Barytniederschlag bei eiweiBfreien Harnen kein Millon 
nachgewiesen werden. Jedoch wire die von mir sogenannte 
Fraktion II (1. c.) in dieser Richtung noch einer genaueren Analyse, 
insbesondere in pathologischen Fallen, zu unterziehen. Akute gelbe 
Leberatrophie und Phosphorvergiftung, bei welchen ja Tyrosin 
im Harne ausgeschieden wird, habe ich nicht untersucht. 

Tyrosin hat das Molekulargewicht 181, p-Kresol 108, Phenol 
94. Der Tyrosinwert wiirde daher in p-Kresol ausgedriickt mit 
ai , in Phenol mit Mes zu multiplizieren sein. 

Obzwar die Ergebnisse meiner Phenolbestimmungen noch 
in einer besonderen Arbeit veréffentlicht werden sollen, so will 
ich doch, weil von allgemeinem Interesse, auf diese Verhiltnisse 
schon hier kurz eingehen. Im groBen ganzen habe ich Uberein- 
stimmung mit den Ergebnissen der friiher auf anderem Wege 
erhaltenen Resultate gefunden. Schon normalerweise kann bei 
verschiedenen Individuen die Phenolausscheidung sehr verschie- 
den sein. Ich erhielt (inkl. Oxysiuren) in der Norm Werte von 
0,050—0,200, selten dariiber. Ein Durchschnittswert liBt sich 
nicht mit Sicherheit angeben. Bei ein und demselben gesunden 
Individuum ist bei gleicher Kost eine groBe Konstanz des Wertes 
zu bemerken. Der Zustand des Darmes, ob Obstipation oder 
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Diarrhée, ist sicher von Einflu8 auf die Phenolausscheidung. 
Es liegen die Verhaltnisse beim Phenol ahnlich wie bei der Bildung 
des Chromogens des Uroroseins (Indolessigsiure und ihre Ver- 
bindungen) und verweise ich auf eine das Urorosein betreffende 
Arbeit*). Bei Diabetikern habe ich einen Einflu8 der Kost insofern 
feststellen kénnen, als der Wert bei Gemiisekost etwas héher war. 
Wie schon Neuberg?) hervorhebt, liegt kein Grund vor, die 
besonders hohen Phenolwerte der Literatur beim Diabetes als 
richtig anzusehen. Er betont, daB bei dem titrimetrischen Ver- 
fahren nach Kossler und Penny aus dem Zucker entstandene 
keton- und aldehydartige Substanzen, welche auch Jod binden, 
so hohe Werte bewirken. In meinen mehrere Diabetesfille ver- 
schiedener Art betreffenden Untersuchungen fand ich eher sub- 
normale Werte, welche selten tiber 0,100 hinausgingen. 

Bei Krankheiten habe ich iibereinstimmend mit Lewin®) u. A. beim 
Carcinom, und zwar tiberwiegend des Digestionstraktus hohe Phenolwerte 
gefunden. Werte von 0,600 gegeniiber etwa 0,150 in der Norm sind nichts 
seltenes in diesen Fiillen. Aber auch die Tuberkulose des Darmes geht, 
wie ich in Ubereinstimmung mit Blumenthal*) feststellen konnte, mit 
hoher Phenolausscheidung einher. 

) Fir die differentialdiagnostische Verwertung der Phenol- 
ausscheidung halte ich es zunachst fir das wichtigste, gewisser- 
maBen einen Standardwert bei einer bestimmten Kost, am besten 
Milchdiat, bei Gesunden festzustellen. Léider machten es mir die 
gegenwirtigen Verhiltnisse unméglich, dies durchzufiihren. Weiter- 
hin ist 1 Tag vor der 24stiindigen Harnsammlung fiir Darment- 
leerung zu sorgen, um die etwa aus einer Obstipation stammenden 
Fehlerquellen zu beseitigen. Erst dann kann die Phenolbestimmung 
fiir die Differentialdiagnose Wert erlangen. Vor allem glaube ich, 
daB die mitunter enorm hohen Phenolwerte, die ich schon jetzt 
bis zum Vierfachen des Normalen ansteigen gesehen habe, beim 
Carcinom des Digestionstraktus und bei Tuberkulose des Darmes 
eine gewisse differenzielle Bedeutung erlangen kénnten, indem in 
einem unklaren Fall ein auffallend hoher Phenolwert im Harn 
den Gedanken an einen abnormen Gewebszerfall nahelegen muB8. 


1) Weiss und Smieczuszewsky, Wien. klin. Wochenschr. 1912, 52, 
®) Zeitschr. f. physiol. Chemie 27, 123. 1899. 

8) Festschr. f. Salkowski, Berlin. 1903. 

4) Handbuch der spez. Pathol. d. Harnes. Urban u. Schwarzenberg. 
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DaB Medikamente, die selbst zu einer Millonschen Reaktion 
Anla8 geben kénnten, ausgeschaltet werden miissen, versteht sich 
von selbst. 

Zusammenfassung. 


1. Die von mir beschriebenecolorimetrischeT yrosin- 
bestimmung 148t sich auch auf den Harn zur Bestim- 
mung der in ihm enthaltenen Oxyphenylderivate an- 
wenden. 

2. Bei Krankheiten gibt besonders geschwiiriger 
Zerfall im Digestionstrakte zur erhéhten Phenolaus- 
scheidung AnlaB. 

3. Eine differentialdiagnostische Verwertung der 
erhéhten Phenolausscheidungim Harneerscheint unter 
klarer Erkenntnisihrer Genese aus zerfallendem Eiwei8 
méglich. 


Biochemische Zeitschrift Band 110. 














Untersuchungen iiber den Einflu8 von Temperaturen auf 
Fermente, besonders von Lab und Pepsin. 


Von 
Adolf Kénig. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Bern.) 
(Hingegangen am 22. Juli 1920.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kinflu8 der Temperatur auf das Labferment allein bei der Mileh- 
gerinnung. 
1, Material und Versuchsanordnung. 

1, Die Milch: Da die Versuche immer am Nachmittage 
ausgefihrt wurden, so verwendete ich stets frische, abgekihlte 
Morgenmilch. 

2. Das Labferment wurde in 2 verschiedenen Praiparaten 
verwendet : 

a) Die Labtabletten &1g kamen in den Vorversuchen zur 
Anwendung. Da sie aber in kaltem Wasser nicht so leicht léslich 
sind, waren sie fiir die Versuche, wo verschiedene Temperaturen 
auf die wisserige Lablésung einwirken, nicht vorteilhaft. 

b) Das Labextrakt, hergestellt von Baumgartner & Co in 
Zirich, leistete uns sehr gute Dienste; es hat vor allem den Vor- 
teil, daB es beliebig mit Wasser verdiinnt werden kann. Zudem 
bleibt darin die gerinnungserregende Wirkung des Labfermentes 
langere Zeit konstant, wenn es im Eisschranke aufgestellt wird. 

3. Allgemeine Versuchsmethode: Mehrere trockene, 
gleichgroBe Reagensgliser werden je mit gleicher Menge Milch 
beschickt; hierauf stellt man die Glaschen in einem Drahtkorb 
in kaltes Leitungswasser, damit die Milch gleichmaBig abgekihlt 
werde. Das Labextrakt wird stets 100fach mit Wasser verdiinnt; 
nachher gibt man in jedes Réhrchen die gewiinschte Menge dieser 
verdiinnten Lablésung und wiegt die Glaschen hin und her, damit 
sich das Lab mit der Milch gut vermischt. Sind alle Réhrchen 
auf diese Weise vorbereitet, so stellt man den Drahtkorb in ein 
Wasserbad mit der Temperatur, bei der die Gerinnung vorgenom- 
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men werden soll. Auf diese Weise ist es uns méglich, daB in allen 
. Glischen mit Milch + Lab die gerinnungserregende Wirkung des 
Labfermentes zu genau der gleichen Zeit einsetzt. 

4. Die Gerinnungsintensitat: Um den Eintritt der voll- 
stiindigen Gerinnung genau zeitlich feststellen zu kénnen, muB 
man die Réhrchen im Wasserbade von Zeit zu Zeit vorsichtig 
hin- und herneigen. Nur so ist es méglich, daB man den Zeit- 
punkt genau notieren kann, wo in jedem Réhrchen der Inhalt 
gailertartig erstarrt. 

5. Gerinnungszeit: Die folgenden Tabellen geben die 
Zeit bis zur vollstindigen Gerinnung in Minuten an. 

6. Abanderungen in der Versuchsmethode und BeeinfluBung 
des Labfermentes werden in den einzelnen Versuchen besprochen. 

7, Aus den zahlreichen Versuchen werde ich nur diejenigen 
besprechen, die fir die Entwicklung der ganzen Arbeit und fir 
die SchluBresultate Bedeutung haben. 


2. Eigene Versuche. 


I. Vorversuch: Das Labferment kommt in Form von Labtabletten 
zur Anwendung. In eine Anzahl Reagenzgliischen kommen je 5 ccm Milch, 
dazu gebe ich steigende Mengen der Lablisung. Die Gerinnung wird bei 
35° C vorgenommen. Lablésung: 0,2 g einer Labtablette werden in 
100 ccm frischem Leitungswasser gelést. 























Nr. Milch | Labliésung Einsetzen der Gerinnung Gerinnungs- 
com ccm Gerinnungstemp. zeit 
1 5 0,02 shoo’ —id|« shag’ | ag 
2 5 oo | sor | we’ 6|lU 
3 5 oa: | fer: | oe Ff «@ 
4 5 0,04 35 00’ 3243’ | 43 
5 5 0,06 3) 03’ 32 41’ 38 
6 5 0,06 3 03’ 35 41’ 38 
7 5 0,08 3h 33 4h 071/,’ 341/, 
8 5 0,08 3h 33’ 4h 071/,’ 341/, 
9 5 0,1 3 40’ 45 09’ 29 
10 5 0,1 3» 40’ 4h 02’ 29 
il 5 0,15 3 50’ 45 10’ 20 
12 5 0,15 35 50’ 4h 10’ 20 
13 5 0,2 4h 00’ e 4h15’ 15 
14 5 0,2 4h 00’ 4h 15’ 15 

















II. Vorversuch: Hier soll die Wirkungsstirke des Labextraktes 
ausprobiert werden. In eine Anzahl Reagenzglischen bringen wir je 5 ccm 
Milch, dazu kommen steigende Mengen der 100fach verdiinnten Lablésung. 
Die Gerinnung erfolgt in einem Wasserbade bei 35° C. 

Lablésung: 0,2 com Labextrakt +- 20 com Wasser. 

18* 
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Nr. | Milch | Lablisung Kinsetzen der Gerinnung Gerinnungs- 
| ccm ccm Gerinnungstemp. zeit 
Li 6 0,06 5} 33’ 6" 32’ 59 
2 | 5 0,06 5h 33’ 6» 32’ 59 
3] 5 0,08 5h 33’ 6h 23’ 50 
4) 5 0,08 5h 33’ ~6§h 23’ 50 
5 | 5 0,1 5h 08’ 5h 48’ | 40 
6 | 5 0,1 5h 08’ | 5n4gr | 40 
7 5 0,2 5855’ | 6b177 | 3 
8 5 0,2 5h 55’ 6117’ 22 
9 5 0,25 65 00’ bas 12 
10 5 0,25 6» 00’ : we. 12 








Aus den beiden Vorversuchen sieht man, wie sich die Gerinnungszeit 
verkiirzt bei steigehdem Labzusatz. Zudem geben sie uns wichtige An- 
haltspunkte fiir die folgenden Versuche. 

I. Versuch: In den Vorversuchen wurde das Labferment in steigen- 
der Menge dem stets konstanten Milchquantum (5 ccm) zugesetzt; dies 
bewirkte, daB die Gerinnungszeiten sich verkiirzten. Die Hauptversuche 
nun legen den Einflu8 der Temperatur auf das Labferment klar, bemessen 
an den Gerinnungszeiten. Die 3 Komponenten: Milchquantum, Menge des 
Labfermentes und die Gerinnungstemperatur bleiben konstant. Das Lab- 
ferment wird aber vor der Anwendung wihrend 30 Minuten verschiedenen 
Temperaturen ausgesetzt. Der Einflu8 der Temperatursteigerung kommt 
in den Gerinnungszeiten zum Ausdruck. 

Lablésung: 1 ccm Labextrakt + 100 ccm Leitungswasser. Diese 
Lablésung wird wahrend 30 Minuten einer Temperatur von 35° C aus- 
gesetzt. Hierauf wird das Ferment der Milch beigegeben; die Gerinnung 
erfolgt in einem Wasserbade von 35° C. G. Z. = Gerinnungszeit. 

















Nr. | Milch | Lablésung Einsetzen der Gerinnung | Gerinnungs- 
| ccm cem Gerinnungstemp. zeit 
i 5 0,2 2h 50’ 3226' | 36 
1 6 02 | 250’ 3h 26’ 36 
3.1 56 0,2 2h 50’ 326° 36 
4 5 0,2 2h 50’ 3h 26’ | 36 
5 5 0,2 2h 50’ ww | 20 








Zur Kontrolle wurde in Nr. 5 Labferment verwendet, das keiner 
Temperatursteigerung ausgesetzt war. Vergleichen wir die Gerinnungs- 
zeiten der Nr. 1—4 mit der der Nr. 5, so sehen wir, da8 die Temperatur- 
steigerung auf das Labfeyment die Gerinnungsgeschwindigkeit bedeutend 
herabgesetzt hat. 

II. Versuch: Lablésung: 1 ccm Labextrakt + 100 ccm Leitungs- 
wasser. Beeinflussung: Die Lablésung wird wihrend 30 Minuten einer 
Temperatur von 30° C ausgesetzt; hierauf wird die Gerinnung bei 35° C 
vorgenommen. 

Nr. 5 erhilt zur Vergleichung unbeeinfluBtes Labferment. Die Gerin- 
nungsgeschwindigkeit wurde durch 30° C viel weniger gehemmt als durch 35°C. 
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Ill. Versuch: Labiboune: 0,5 ccm Labextrakt + 60 com Wasser. 
Beeinflussung: Die Lablésung wird wahrend 30 Minuten einer Tem- 
peratur von 25° C ausgesetzt. Die Milchgerinnung erfolgt wieder bei 35° C. 
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Gerinnungstemp. 
| 5h 12’ 
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5h 34’ ; 
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5h 34’ 
5h 32’ 


In Nr. 5 wurde der Milch unbeeinfluBte Lablésung zugegeben; 


(PaReae 
, | Gerinnungs- 
Gerinnung | Gerinnungs 


zeit 


22 
22 
22 
22 
20 


die 


Gerinnung ist, wie in allen 3 Versuchen, nach 20 Minuten erfolgt. Auch in 
dieser Versuchsreihe wird der Gerinnungsvorgang noch gehemmt; das Lab- 
ferment wird aber weniger geschidigt als in den vorhergehenden Versuchen. 
IV. Versuch: Lablésung: 2 ccm Labextrakt + 200 com Wasser. 
Beeinflussung: Die Lablésung wird wihrend 30 Minuten je Tempera- 
turen von 5°—35° C ausgesetzt. Das durch so viel verschiedene Tem- 
peraturen beeinfluBte Lab wird zur Milchgerinnung benutzt. 
rinnung wird in allen Glischen bei 35° C vorgenommen. 


Die Ge- 
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Die Einwirkung der Temperatur von 35° C wihrend 30 Minuten 
auf das Labferment hat zur Folge, daB das Gerinnungsvermégen sehr stark 
geschidigt wird. Die Hemmung ist auch noch vorhanden bei 25° C. 
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V. Versuch: Lablésung: 2 com Labextrakt + 200 com Wasser. 
Beeinflussung: Die Lablésung wird wihrend einer Stunde verschiedenen 
Temperaturen ausgesetzt. Erst hierauf wird das Labferment den Milchportio- 
nen zugefiigt; die Gerinnungstemperatur wird konstant bei 35° C gehalten. 








Gerin- 


Temperatur- | Milch |Lablésung| Einsetzen d. Ge- 
nungszeit 


einwirkung cem | Trinnungstemp. 


4h 05’ 6203’ | 118 
4h 05’ 6203’ | 118 
4 16’ 5h 49’ 93 
4 16’ 5h 49’ 93 
2h 56’ 3h 26’ 
2h 56’ 3h 26’ 
32 03’ 3h 26’ 23 
3h 03’ 3h 26’ 
3h 05’ 3h 25’ 
3h 05’ 3h 25’ 
4h 30’ 4h 49/ 
4h 30’ 4h 491/,’ 
3h 20’ 3h 39/ 
3h 20’ 3h 39’ 
5200’ 5h 192/,’ 
5200’ 5h 191/,’ 


Gerinnung 





35° 
35° 
33° 
33° 
30° 
30° 
25° 
25° 
20° 
20° 
15° 
15° 
10° 
10° 

5° 

5° 

Die Gerinnungszeiten werden in einer Kurve dargestellt und naher 
besprochen. 

VI. Versuch: Lablésung: 3 com Labextrakt + 300 com Wasser. 
Beeinflussung: Die Lablésung wird wie im V. Versuche verschiedenen 
Temperaturen ausgesetzt; die nachfolgende Milchgerinnung wird aber in 
dieser Versuchsreihe bei 30° C ausgefiihrt. 


el ee ee) 


< y 


> 


cssssssssss 
CO GO Ge GO Go GO WO GO Go GO WO Ww Ww ww 


en ee ee eee ee a SP Ee ONO “ 


- 




















Aan arananaaaaaa a acw nm 


—¥—¥—¥—5—) 





Gerin- 


Temperatur- | Milch |Lablésung] Einsetzen d. Ge- 
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Die Gerinnungszeiten dieses Versuches werden in einer Kurve dar- 
gestellt und besprochen. 
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Die Gerinnungszeiten der V. Versuchsreihe geben 
zu folgenden Bemerkungen AnlaB: 

Wird die verdiinnte wiisserige Lablésung allein je steigenden 
Temperaturen ausgesetzt und dann die Gerinnung der Milch-Lab- 
mischung bei stets gleichbleibender Temperatur vorgenommen, 
so kann man feststellen, daB schon bei der einwirkenden Tem- 
peratur von 25° C das Gerinnungsvermégen des Labes geschidigt 
wird. Die Schidigung der Labfermentes verstarkt sich bei 30° C. 
Kinwirkende Temperaturen von 33° und 35° C hemmen den nach- 
folgenden Gerinnungsvorgang auBerordentlich stark. Bei 35° C 
ist die Schidigung der gerinnungserregenden Wirkung des Lab- 
fermentes so stark, daB die Gerinnung erst nach 118 Minuten 
erfolgte; unbeeinfluBtes Lab dagegen hat in 20 Minuten ein festes 
Koagulum gebildet. Lassen wir Temperaturen von 5°—20°C 
auf die Lablésung einwirken, so sehen wir, daB die Gerinnungs- 
zeiten konstant bleiben, somit wurde dabei die Fermentwirkung 
nicht beeinfluBt. 

Vergleichen wir nun die Gerinnungszeiten der V. mit denen 
der VI. Versuchsreihe, so sehen wir, daB der Gerinnungsvorgang 
in allen Nummern des VI. Versuches nur 5—9 Minuten verzégert 
wurde. Diese allgemeine Hemmuhg beruht darauf, daB die Ge- 
rinnung im VI. Versuche bei 30°C vorgenommen wurde. Be- 
trachten wir aber die Gerinnungszeiten naher, so zeigt sich, daB 
die Temperatursteigerungen auf das isolierte Lab dieselben Hem- 
mungen des Gerinnungsvorganges hervorgerufen haben, wie im 
vorhergehenden Versuche. 

Bei der Milchgerinnung miissen wir 2 Prozesse auseinander- 
halten, um die Wirkung der Temperatur zu verstehen. Erstens 
beschleunigt die Temperatursteigerung den Gerinnungsvorgang, 
das Optimum fir die Milehgerinnung liegt zwischen 35 und 40° C. 
Zweitens vermindert die Temperatursteigerung das Gerinnungs- 
vermégen des Labfermentes. Lassen wir die Temperaturen auf 
die wisserige Lablésung einwirken, so wird die gerinnungserregende 
Wirkung des Labfermentes schon bei relativ niederen Tempera- 
turen geschidigt, vermutlich infolge einer hydrolytischen Spaltung. 

Was nun die graphische Darstellung der Gerinnungsvorginge 
der beiden Versuche anbelangt, so entspricht die Kurve V dem V. 
Versuche und die Kurve VI dem VI. Versuche. Die beiden Kur- 
ven verlaufen ziemlich genau parallel, das heiBt die Temperatur- 
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Abb. 1. 


steigerungen hatten entspre- 
chende Hemmungen der Ge- 
rinnungsvorginge zur Folge. 
Da aber die Temperatursteige- 
rung den Gerinnungsvorgang 
beschleunigt, so sind die Ge- 
rinnungszeiten im V. Versuche, 
wo die Gerinnung bei 35° C 
erfolgte, kiirzer, als die im 
VI. Versuch, wo die Gerinnung 
bei 30°C vorgenommen wurde. 
Dies kommt in der graphi- 
schen Darstellung sehr schén 
zum Ausdruck, indem dieKurve 
des VI. Versuches iiber die- 
jenige des V. zu stehen kommt. 


VII. Versuch: In den zwei vorhergehenden Versuchen habe ich 
hervorgehoben, daB bei der Milchgerinnung zwei Prozesse nebeneinander 
verlaufen. Ich méchte nun in diesem Versuche zeigen, wie die Temperatur 
den Gerinnungsvorgang beschleunigt. Es wird also der Milch unbeeinfluBtes 


























Nr. | Temperatur- Milch Lablésung| Einsetzen d Ge- Gerinnung Gerin- 
einwirkung | cem ecm | rimnungstemp. nungszeit 
1} 55° 5 | 03 | 3s’ | nach 2 Std. flockige 
2 55° 5 0,3 3h 38’ | Ausscheidung 
3 53° 5 0,3 52 53’ 6513’ | ° 20 
4 53° 5 0,3 5» 53’ 6" 13’ 20 
5 50° 5 0,3 3 07’ 35 16’ 9 
6 50° 5 0,3 35 07’ 3" 16’ 9 
7 45° 5 0,3 35 00’ 32 07’ 7 
8 45° 5 0,3 3 00’ 3 07’ 7 
9 40° 5 0,3 5» 13’ 5h 19’ 6 
10 40° 5 0,3 5h 13’ 5h 19’ 6 
ll 35° 5 0,3 5h 24’ 5» 30’ 6 
12 35° 5 0,3 5h 24’ 55 30’ 6 
13 30° 5 0,3 4h 45’ 4 54’ 9 
14 30° 5 0,3 4h 45’ 4h 54’ 9 
15 25° 5 0,3 4h 22’ 4» 38’ 16 
16 25° 5 0,3 4h 22’ 4» 38’ 16 
17 20° 5 0,3 45 08’ 4h 32’ 24 
18 20° 5 0,3 45 08’ 45 32’ 24 
19 15° 5 0,3 35 49’ 4h 42’ 53 
20 15° 5 0,3 35 49’ 4h 42’ 53 
21 10° 5 0,3 35 24’ nach 2 Std. flockige 
22 10° 5 0,3 3 24’ Ausscheidung 
23 §° 5 0,3 3h 12’ nach 2 Stunden’ 
24 5° 5 0,3 3h 12’ Milch unverandert. 
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Lab zugegeben, der Gerinnungsvorgang » 
wird aber bei verschiedenen Temperaturen “ 
vorgenommen. 

Aus den Tabellen des VII. Versuches | 
ergibt sich die bekannte Tatsache, daS das | 
Optimum fiir die Milchgerinnung zwischen 
35° und 40°C liegt. Bei 10° C und bei 55°C 
ist der Gerinnungsvorgang nach 2 Stunden 
gleich weit fortgeschritten. Die neben- 
stehende Kurve zeigt uns, wie die Ge- 
rinnungsgeschwindigkeit von 35° bis zu 10° 
und von 40° bis zu 55° C abnimmt. Die 
Gerinnungsgeschwindigkeit nimmt von 10° 
bis 35° C ziemlich gleichmaBig zu. Von 53° 
an neigt die Kurve fast senkrecht in die 
Hohe, die Gerinnung wird also zwischen 
53° und 55° aufgehoben. 








VIII. Versuch: In den Versuchen UL 20 25 30 35 WO US 80 55 
I—VI ist immer die verdiinnte Lablésung Jemperatur 


(1: 100) den Temperaturen ausgesetzt sacecer: 


worden. In diesem Versuche lasse ich nun die Temperatursteigerungen auf 
das unverdiinnte Labextrakt einwirken. Erst nach der Beeinflussung wird 
das Labextrakt mit destilliertem Wasser 1 : 100 verdiinnt und zur Milch- 


gerinnung verwendet. 








a | Temperatur- | Milch |Lablosung| Einsetzen d. Ge-| ‘Gerinnung 


| einwirkung | cem cem | rinnungstemp. | 


Gerin- 
nungszeit 





35° be & Poe 3h 27’ 3h 49’ 
35° 5 | 03 |  3m27’ 3h 48’ 
33° 03 | 397’ 3h 47’ 
33° 30 | 337’ 3h 47’ 
30° 03 | 433’ 45)’ 
30° 03 | 4233’ 4h51’ | 
25° 03 | 3240’ | 3h56’ 
25° 03 | 3840’ 356’ | 
20° 03 | 3246’ | 3258 | 
| 
| 
| 





20° 0,3 | 3246’ 3h 58’ 
15° 03 | 4258’ | 5210’ 
15° 03 | 4058 | 5810’ | 
10° | 03 | 540’ | 5&511/,' 
10° Pee be eee 1 ew 
j J 





5° ae 5h 24’ 55 36’ 
0,3 5h 24’ 55 36’ 
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5° 


21 
21 
20 
20 
18 
18 
16 
16 
12 
12 
12 
12 
11"/s 
12 
12 
12 


Aus den Tabellen sieht man, daB sich bei 25° C eine Hemmung be- 
merkbar macht. Bei héheren Temperaturen verstirkt sich die Schidigung 
des Gerinnungsvermégens. Der Gerinnungsvorgang wird viel weniger 
verzégert, wenn wir die Temperaturen auf das unverdiinnte Labextrakt 
einwirken lassen. Die Hemmung ist wohl aus dem Grunde geringer, weil 
die Bedingungen fiir die hydrolytische Spaltung des Labfermentes im un- 
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verdiinnten Labextrakt ungiinstiger sind, als in der stark verdiinnten, 
wiasserigen Lablésung. 

IX. Versuch: Im VII. Versuche wurde festgestellt, daB das Opti- 
mum fiir die Milchgerinnung zwischen 35 und 40° C liegt. Lassen wir aber 
die Temperaturen auf das isolierte Lab einwirken, so finden wir, daB das 
Gerinnungsvermégen schon bei niederen Temperaturen (25° C) geschadigt 
wird. Daraus geht die Tatsache hervor, daB die Milch Stoffe enthilt, die 
das Labferment gegen Temperatureinwirkungen schiitzen. Um diese 
Schutzwirkung zu demonstrieren, habe ich der wisserigen Lablésung 
etwas gekochte, abgekiihlte Milch zugegeben; diese Labmischung wird 
wihrend 1 Stunde verschiedenen Temperaturen ausgesetzt und nachher 
die Milchgerinnung bei 35° C vorgenommen. 

Lablésung: 90 ccm destill. Wasser, 10 com gekochte abgekiihlte 
Milch, 1 com Labextrakt. 


Nr. Temperatur- Milch |Lablésung Kinsetzen d. Ge- Gerinnung 
| einwirkung | com com rinnungstemp. 











Gerin- 
nungszeit 
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| 95° 
| 30° 


0,3 3h 33’ 3h 54’ 
0,3 3h 33” 3h 54’ 
3 4h 36’ 4h 54’ 
3 4h 36’ 4h 54’ 
3h 33’ 3h4gt/,’ 
3h 33’ * 3h4gt/,’ 
3h 33’ 3h 48’ 
3h 33’ 3h 48’ 
4h 36’ 4h 50/ 


0 
0. 
0, 
0, 
0 
0 
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Vergleichen wir die Gerinnungszeiten dieses Versuches mit denen 
des V. Versuches, so sehen wir deutlich, daB die Hemmung der Gerinnungs- 
geschwindigkeit viel geringer ist, wenn der Lablésung etwas gekachte Milch 
beigegeben wird, bevor sie durch Temperaturen beeinflu8t wird. 

X. Versuch: In dieser Versuchsreihe kommt ein Lab-Glyzerin- 
extrakt zur Anwendung, das wir wie folgt hergestellt haben: 

5 Labtabletten 4 1 g werden gut pulverisiert und dann mit 50 ccm 
Glyzerin angerieben. Dies 148t man nun 24 Stunden im Eisschrank stehen; 
hierauf wird es durch einen Gazefilter filtriert. 

Dieses Lab-Glyzerinextrakt wird 1: 100 mit Glyzerin verdiinnt und 
nachher je steigenden Temperaturen ausgesetzt. Die Beeinflussung durch 
die Temperaturen dauert 1 Stunde; die nachfolgende Milchgerinnung wird 
bei 35° C vorgenommen. Die Anwendung des Glyzerins geschah aus dem 
Grunde, die hydrolytische Spaltung des Labfermentes in diesen Versuchen 
ganz auszuschalten. Wird nun das Gerinnungsvermégen im Lab-Glyzerin- 
extrakt auch gehemmt, so diirfen wir annehmen, daS die Hemmung allein 
auf die Temperatursteigerung zuriickzufiihren ist. 
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Gerin- 
nungszeit 


Temperatur- | Milch |Lablésung| Einsetzen d. Ge- 


einwirkung ccm rinnungstemp. Recline 


2 





0,4 3 467// | 3259’ 121/, 
0,4 3h 461/,’ | 3h59 12*/, 
0,4 32461/,’ | 42051/,| 19 
0,4 « 4051/,, 19 
0,4 4507’ 15 
0,4 407’ 15 
0,4 Is 52 03’ 121/, 
0,4 5 5h 03’ 121/, 
0,4 ls 52 03’ 12%/, 
0,4 /s 5203’ 121/, 
0,4 5 4h 15’ 121/, 
0,4 4h 15’ 121/, 
0,4 4h191/,’|  121/, 
0,4 4n191/,//  12/, 
20° 0,4 4h451/,’|  121/, 
0,4 s| 12%, 
| ° | 0,4 12 
} 38 | 04 Jl 12%, 
Temperaturen von 15°—40° C haben keinen Einflu8 auf das Lab- 
ferment, wenn es in Glycerin gehalten wird; das hei®t der Gerinnungsvor- 
gang liuft gleich ab wie derjenige, hervorgerufen durch unbeeinfluBtes 
Labferment. Erst wenn wir Temperaturen von 45° C und 50° C auf das 
Lab in Glycerin einwirken lassen, so wird die gerinnungserregende Wirkung 
des Labfermentes geschiidigt. Diese Tatsache scheint mir praktische Be- 
deutung zu haben, denn das Lab-Glycerinextrakt wiire doch gewi8 viel 
haltbarer als die anderen Labpriparate. Zudem kann ich bemerken, daB 
das Lab-Glycerinextrakt in allen Glischen ein schén zusammenhangendes. 
gallertartiges Koagulum erzeugt hat. 
Einflu8 der Temperatur auf das Pepsin allein bei der Casein- 
verdauung. 
1, Versuchsmethode. 

Wir haben zu unsern Versuchen die Methode von Gross zur 
Bestimmuny der Wirksamkeit von Pepsin herbeigezogen. 

Ausfihrung: 1 g Casein (nach Hammarsten) mit 18 com 
einer 25 proz. HCl-Lésung wird in 1 1 Wasser auf dem Wasserbad ge- 
lést. Die Lésung wird 24 Stunden in den Eisschrank gestellt und 
nachher filtriert, um das ungeléste Casein zu entfernen. Je 5 com 
dieser Caseinlésung kommen in eine Reihe Reagensgliser, die hier- 
auf mit steigenden Mengen einer 100fach verdiinnten Lésung von 
Pepsinum liquidum beschickt werden. Wahrend der Beimischung 
des Pepsins zum Casein befinden sich die Réhrchen in Eiswasser, 
damit vorliufig die Fermentwirkung ausgeschaltet wird. Sind alle 


Glaschen so vorbereitet, so stellt man sie in ein Wasserbad mit der 
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Temperatur 35°C. Nach einer Viertelstunde bringt man sie wieder 
in Eiswasser, um die Caseinspaltung zu unterbrechen. Ist der Inhalt 
in den Glaschen abgekihlt, so gibt man in jede Portion einige 
Tropfen einer konzentrierten Lésung von essigsaurem Natron. Das 
unverdaute Casein fallt dabei aus, im Gegensatz zu den Caseosen. 

Um nun den Einflu8 der Temperatur auf das Pepsin niher 
zu studieren, mu8 man einige Portionen Pepsinlésung verschie- 
denen Temperaturen aussetzen. Die Einwirkung der Tempera- 
turen haben wir zuerst auf 30 Minuten, dann auf 50 Minuten aus- 
gedehnt. Das auf diese Art beeinfluBte Pepsin wird hierauf zur 
Caseinverdauung verwendet. Hat nun die Temperatursteigerung 
einen Einflu8 ausgeiibt auf das Spaltungsvermégen des Pepsins, so 
ist die Caseinverdauung in den entsprechenden Glaschen verzégert. 

2. Eiféne Versuche. 

I. Vorversuche: Das Pepsinum liquidum wird mit destilliertem 
Wasser 100fach verdiinnt; es wird aber keinen erhéhten Temperaturen aus- 
gesetzt. In den Vorversuchen soll vorerst die Wirkung des unbeeinfluBten 


Pepsins auf die Caseinlésung demonstriert werden. Zudem werden Serien 
von je 5Glaschen ausprobiert, die alle Stadien der Caseinverdauung aufweisen. 








Nr Caseinliésung Pepsinliésing Nachweis von Casein 


ccm com mit essigsaurem Natron 
10 0,02 +++ 
10 0,04 i ate, a 
10 0,06 +4 
10 0,08 
0,1 


0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
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0,02 
0,04 
0,06 
0,08 
0,04 
0,06 
0,08 
0,1 
0,12 

+++ = starke Triibung, enthilt also noch viel Casein. 
“++ = mittelstarke Triibung, enthilt also noch Casein. 

+ = schwache Triibung, enthilt nur wenig Casein. 

ms == keine Triibung, alles Casein ist zu Caseosen abgebaut. 
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Aus diesen Vorversuchen geht hervor, da8 die Fermentwirkung des Pep- 
sins sehr stark ist. Die Menge des Caseins, die Spaltungstemperatur (35° C) 
und die Zeitdauer der Einwirkung des Pepsins auf das Casein wurden kon- 
stant gehalten. Vayiabel war in den verschiedenen Serien die Menge des Pepsins. 
Bei steigender Pepsinmenge verkiirzt sich der Vorgang der Caseinspaltung. 

I. Versuch: Das Pepsinum liquidum wird mit destilliertem Wasser 
1: 100 verdiinnt. Hierauf verteilt man diese Pepsinlésung auf verschiedene 
Reagensglischen. Jede dieser Portionen wird nun wihrend 30 Minuten 
einer bestimmten Temperatur ausgesetzt. Sind die Pepsinlésungen so durch 
die Temperaturen beeinflu8t, dann verwendet man sie zur Caseinverdauung. 
Hat die einwirkende Temperatur das Pepsin geschidigt, so wird in der 
betreffenden Serie die Caseinspaltung verzigert sein. 
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Aus den Tabellen des I. Versuches geht hervor, da8 in allen Serien 
& 5 Glaschen die Caseinverdauung gleich weit fortgeschritten ist nach 
15 Minuten bei einer Temperatur von 35° C. Somit kénnen wir sagen, da8 ( 
Temperatureinwirkungen zwischen 10° und 35° C, wihrend 30 Minuten, ‘ 
die Wirkung des Pepsins in verdiinnter Lésung absolut nicht beeinflussen, ; 
II. Versuch: Im II. Versuche lasse ich Temperaturen von 10° bis 
40° C wihrend einer Stunde auf die Pepsinlésung einwirken. Die tibrigen 
Versuchsanordnungen sind gleich wie im I. Versuche. 








Beeinflussung Casein- | Pepsin- 
Nr. | der Pepsinlésung | lésung lésung 
1 Stunde ccm ccm 
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mit Natriumnacetat 
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Die Caseinspaltung ist im IJ. Versuche iiberall gleich, somit haben 
Temperatureinwirkungen bis zu 40° C wihrend 1 Stunde keinen Einflu8 
auf das Spaltungsvermégen des Pepsins. 
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III. Versuch: Das unverdiinnte Pepsinum liquidum wird wahrend 
1 Stunde Temperaturen von 10°—50° C ausgesetzt. Hierauf wird die 
Caseinverdauung angesetzt, wie in der Versuchsanordnung eingehend be- 
schrieben worden ist, 





























i rei rig 
Nr, | Beeinflussung der _ ae a nat a Nachweis von Casein 
~~" | Pepsinum liquidum g id mit Natriumacetat 
} ecm ecm 
1 | 5 0,04 +e 
2 be 0,06 +++ 
3 | ae 0,08 +++ 
4 | Be 0,1 +++ 
5 | 5 0,12 ++ 
6 | eo fs 0,14 oe 
71f 5 0,16 + 
8 5 0,18 + 
9 5 02 | M 
10 5 0,22 | bs 
ll 5 | 04 | ee 
12 |) 5 0,26 or 
1 }) 5 0,04 t+ 
2 5 0,06 +++ 
3 5 0,08 +++ 
5 ° 5 0,12 she 
St ae 5 0,14 bs 
7 5 0,16 sie 
8 5 0,18 - 
9 5 0,2 a 
10 5 | 0,22 - 
1 5 | 0,04 +++ 
2 5 0,06 a 4a 
3 40° C 5 0,08 + 
4 5 0,1 _ 
5 5 0,12 _ 
1 5 0,04 t+ 
2 5 0,06 ++ 
3 35° C 5 0,08 = 
A 5 0,1 - 
5 5 0,12 —_ 
1 5 0,04 +++ 
2 5 0,06 ++ 
3 30° C 5 0,08 nee 
4 5 | 0,1 _ 
5 5 0,12 _- 
1 5 0,04 a 2 
2 5 0,06 ++ 
3 25° C 5 0,08 + 
4 8 0,1 ps 
5 5 0,12 - 
1 5 0,04 5 am ae 
2 5 0,06 +? 
3 20° C 5 0,08 a 
7 5 0,1 _ 
5 5 0,12 _ 
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lésung | lésung 
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+-+-+ =starke Fillung. ++ = mittelstarke Fallung. — = schwache 

Aus den Tabellen der III. Versuchsreihe geht folgendes 
hervor: 

In den Serien, wo Pepsin benutzt wurde, das vor der Ver- 
wendung Temperatursteigerungen von 10—40° C ausgesetzt war, 
ist die Caseinverdauung gleich weit fortgeschritten Zwischen 
diesen Temperaturen wird also die Fermentwirkung des Pepsins 
nicht beeinfluBt, denn die Grenze, wo alles Casein zu Caseosen 
abgebaut ist, wird stets durch dieselbe Pepsinmenge erreicht. — 
Wird das Pepsin wahrend einer Stunde bei 45°C gehalten, so 
mu8 man mehr Pepsin verwenden, um die gleiche Menge Casein 
in der gleichen Zeit und bei derselben Temperatur abzubauen ; 
die Wirkung des Pepsins wird also bei 45°C geschidigt. Die 
Hemmung der Caseinverdauung kommt noch deutlicher zum Aus- 
druck, wenn das Pepsin durch 50°C beeinfluBt wurde. 








Einflu8 der Temperatur auf die Diastase bei der Stirkespaltung. 


1. Eigene Versuche. 

I. Vorversuche: In den Vorversuchen wird die Diastase unbeein- 
fluBt verwendet, d. h. sie wird keinen héheren Temperaturen ausgesetzt. 
Diese Versuche sollen uns Aufschlu8 geben iiber das Spaltungsvermégen 
der Diastase im Merckschen Priiparate. Zudem wird in den Vorversuchen 
eine Serie & 5 Glischen ausprobiert, bei der, nach der Beobachtungszeit 
von 30 Minuten, in 3 Glaischen noch Starke nachweisbar ist und in 2 keine 
mehr. 
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Staérkelésung: 1 g Amylum solubile (Kahlbaum) wird in 100 com 
heiBem Wasser gelést und dann abgekiihlt. 

Diastaselésung: 0,1 g Diastase (Merck) wird in 50 ccm destilliertem 
Wasser aufgelést. 











Starkelisung Diastaselisung Nachweis von Starke 
ecm cem mit */;9-Jodlésung 
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0,1 *  blau 
0,2 blau 
0,3 blau 
0,4 blau 
0,5 blau 


blau 

violett 
schwach violett 

farblos 

farblos 


IIT. Serie 


= 
o 


= 


th 
SCeonan £FNO® 


SS 
IL. Serie 


7 


farblos 


COR Oboe CHR Oboe Chim Gb | 


ITI. Serie 


_ 








CORR OH CO or Or Or cr 


we ee” 


. 


Alle Glischen der L. Serie zeigen nach Jodzusatz eine dunkelblaue 
Farbe, die typische Stirkereaktion, somit enthalten alle Portionen dieser 
Serie vorwiegend unverinderte Starke. In der II. Serie sieht man sehr schén 
das Verschwinden der Blaufirbung bei steigender Diastasenmenge: Nr. 1 
enthalt vorwiegend unverinderte Starke; Nr. 2 zeigt Starke und deren 
Abbauprodukte; Nr. 3 enthalt noch Spuren unverinderter Starke und wird 
als unterste Grenze der Wirksamkeit bezeichnet, denn die nachfolgenden 
Nr. 4 und 5 zeigen keine Starkereaktion mehr. 

Fiir die nachfolgenden Versuche, wo ich die Diastase vor der Ver- 
wendung darch Temperatursteigerung beeinflusse, wihle ich die II. Serie. 

I. Versuch: Starkelésung: 2 g lésliche Starke + 200 g heiSes 
destilliertes Wasser. ‘ 

Diastaselésung: 0,2 g Diastase werden in 100 g destilliertem Wasser 
gut aufgelist. 

Bevor nun die Diastaselésung den Glaischen mit Starkelésung bei- 
gegeben wird, lasse ich wihrend 60 Minuten Temperaturen von 25°—40° C 
auf die Diastase einwirken. Haben nun diese Temperaturen einen Einflu8 
auf die Wirksamkeit der Diastase, so miissen sich in den betreffenden 
Serien Unterschiede zeigen im Stirkeabbau. Zur Vergleichung mache ich 
zuerst immer eine Serie mit unbeeinfluBter Diastase. 

Aus den Tabellen des I. Versuches geht hervor, daB in allen ent- 
sprechenden Nummern der verschiedenen Serien der Starkeabbau gleich 
weit fortgeschritten ist. Somit ist die Wirksamkeit der Diastase durch 
Temperaturen von 25°~-40° C nicht beeinflu8t worden. 
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Stairkelésung: 5 g lésliche Starke auf 500 ccm 




















dest, Wasser. 

Diastaselésung: 0,4 g Diastase (Merck) werden in 100 com dest, 
Wasser aufgelést. 

Die Diastaseliésung wird vor der Verwendung zum Stiarkeabbau durch 
Temperaturen von 5°—50° C beeinflu8t. Die Temperatureinwirkung 
dauert 60 Minuten an. Die iibrigen Versuchsbedingungen sind gleich ge- 
halten, wie sie in der allgemeinen Versuchsmethode beschrieben sind, 

Temperatur- Stirkelésung ™ ’ | Nachweis von Starke 
Nr. ce lésung 

einwirkung mit acne 

ecm ccm ee ee ee 

1 5 0,3 blau 
2 5 0,4 violett 
3 unbeeinfluBt -/ 5 0,5 schwach violett 
4 5 0,6 farblos 
5 5 0,7 farblos. 
l 5 0,3 blau 
2 5 0,4 violett 
3 5° C 5 0,5 schwach violett 
4 | 5 0,6 farblos 
5 | 5 farblos 


0,7 
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0,3 blau 

0,4 violett 

0,5 schwach violett 
0,6 farblos 

0,7 farblos. 
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Nr |  Temperatur- Stirkelésung = Nachweis von Starke 
| einwirkung i ates mit "/,9-Jodlésung 

1 | 5 | oO blau 

2 5 0,8 blau 

3 | 1 5 0,9 blau 

4 | 5 1,0 blau 

5 ij 5 1,1 blau 

6 | 5 1,2 blau 

7 5 1,3 blau 

8 | 5 1,4 blau 

9 | 5 1,5 blau 

10 | 5 1,6 blau 

11 | 5 1,7 blau 

12 | 5 1,8 blau 

13 50° C 5 1,9 blau 

14 5 2,0 blau 

15 5 2,1 blau 

16 5 2,2 blau 

17 5 2,3 blau 

18 5 2,4 blau 

19 5 2,5 blauviolett 
20 5 2,6 violett 
21 5 2,7 schwach violett 
22 5 2,8 farblos 
23 5 2,9 farblos 
24 5 3,0 farblos 
25 Peay a be farblos. 








Die Ergebnisse des II. Versuches lassen sich folgendermaBen 
zusammenstellen : 

Wird Diastase allein je steigenden Temperaturen von 5—40° C 
ausgesetzt und dann der Abbau der Stirke-Diastasemischung bei 
stets gleichbleibender Temperatur vorgenommen, so kann man 
feststellen, daB diese Temperaturen keinen Einflu8 haben auf die 
Fermentwirkung der Diastase. 

Lasse ich aber eine Temperatur von 45° C auf die Diastase- 
lésung einwirken, so muB ich die 3fache Menge Diastase zusetzen, 
um in der gleichen Zeitdauer, bei gleicher Temperatur, dieselbe 
Menge Starke zu spalten. Die Wirkung der Diastase wird somit 
bei 45° C gehemmt. 

Das Vermégen der Diastase, die Starke zu Dextrin abzubauen, 
wird noch mehr geschiadigt, wenn wir 50° C wiahrend einer Stunde 
auf das Ferment allein einwirken lassen. 
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SchluBresultate. 

Die Ergebnisse meiner Versuche lassen sich wie 
folgt kurz zusammenfassen: 

1. Das Labferment 146t sich in verdiinnter Lésung 
durch Temperatursteigerung sehr stark beeinflussen. 

2. Lab und Thrombin verhalten sich gegeniiber Tem- 
peratursteigerungen gleich. 

3. Das Lab, in Glycerin gehalten, behalt die Wirkungs- 
stiirke viel linger. Man kann Temperaturen bis und mit 40° C 
auf Lab-Glycerinextrakt einwirken lassen, ohne daB die gerinnungs- 
erregende Wirkung des Labfermentes geschidigt wird. 

4. Das konz. Labextrakt, wie es von Baumgartner in 
Zirich in den Handel kommt, zeigt sich gegen Temperaturstei- 
gerungen resistenter, als die wasserige Verdiinnung davon. 

5. Die Milch enthalt Sch utzstoffe gegen die schidigende 
Wirkung der Temperatursteigerung auf das Labferment. 

6. Steigt die Menge der Milch bei gleichbleibender Labmenge, 
so wird dadurch der Ablauf der Gerinnung verzégert. 

7. Bei der Milchgerinnung laufen zwei Prozesse nebenein- 
ander her; erstens beschleunigt die Temperatursteigerung den 
Gerinnungsvorgang. Zweitens schidigt die Temperatursteigerung 
auf das isolierte Labferment dessen Gerinnungsvermégen. Be- 
findet sich aber das Lab in der Milch, so macht sich diese Schaidigung 
infolge der Schutzwirkung der Milch erst von 45° C an geltend. 

8. Wird das Pepsin in wasseriger Verdiinnung durch 
Temperaturen beeinfluBt, so zeigt sich, daB die Caseinverdauung, 
bei einwirkenden Temperaturen bis 40° C auf das Pepsin allein, 
konstant bleibt. Eine Hemmung tritt erst ein, wenn wir 45° C 
auf das isolierte Pepsin cinwirken lassen. 

9. Das kiufliche Pe psinum liquidum verhilt sich gegen- 
tiber Temperatureinwirkungen gleich wie die 100fache Verdiinn- 
ung davon. 

10. Dies paltende Wirk ung der Diastase auf Starke bleibt 
bei einwirkenden Temperaturen von 5—40° C unverindert. Erst 
Temperaturen von 45°C an schidigen das Spaltungsvermégen 
der Diastase. 

11. Lab in Glycerin, Pepsin und Diastase zeigen das- 
selbe Verhalten gegeniiber isoliert auf sie einwirkende Tempera- 
turen. 
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12. Das konzentrierte Labextrakt und die wisserige 
Verdiinnung davon verhalten sich gegenitiber Temperatur- 
einwirkungen nicht gleich, wie Lab inGlycerin, Pepsin und 
Diastase. 


13. Lab und Pepsin werden in wisseriger Verdiinnung 
durch Temperatursteigerungen nicht gleich beeinflu8t ; dies spricht 
zugunsten der Auffassung, daB Lab und Pepsin zwei verschiedene 
Fermente sind. 
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Uber ein tryptophanhaltiges Tripeptid aus Casein. 


Von 
Sigmund Friinkel und Ernst Nassau. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Hingegangen am 26. Juli 1920.) 


Wenn man Eiwei8kérper mit konzentrierter Salzsiure oder 
starker Schwefelséure hydrolysiert, bekommt man dunkelgefirbte 
Flissiykeiten, die beim Neutralisieren einen Niederschlag geben, den 
man als Huminsubstanz anspricht. Diese starke Farbung entstelt 
nicht, wie schon Hlasiwetz und Haber mann beobachtet haben, 
wenn man Zinnchlorir als Reduktionsmittel wihrend der Hydrolyse 
zusetzt, aber nach dem Entfernen des Zinns mittels Schwefe!- 
wasserstoff aus der Lésung farbt sich die Fliissigkeit an der Luft 
so stark wie bei ber Hydrolyse mit starken Saéuren ohne Reduk- 
tionsmittel an. Da man nach der Hydrolyse mit Saiuren aus dem 
Hydrolyseprodukt Tryptophan nicht mehr isolieren kann und 
auch die Tryptophanreaktionen der Fliissigkeit verschwunden 
sind, so ist es klar, da8 das Tryptophan bei der Einwirkung von 
konzentrierten Saiuren zerstért wird und wahrscheinlich mit dem 
Kohlenhydratkomplex der Eiwei8kérper unter Bildung von stark- 
gefirbten Produkten reagiert, wihrend die anderen Aminosiuren 
bei einer derartigen Séurehydrolyse Veriinderungen dieser Art 
nicht erleiden. Da Tryptophan tatsichlich quantitativ bei 
Gegenwart von Aldehyden in Huminsubstanzen umgewandelt 
wird, haben Gortner und Holm!) neuerdings einwandfrei er- 
wiesen. Im Gegensatz zur Siurehydrolyse zeigt die Hydrolyse 
von Eiwei8kérpern mit Enzymen, welche bis zur Spaltung der 
kleineren Peptidketten und Abspaltung von freien Aminosiuren 
getrieben werden kann, kein Auftreten gefiirbter Produkte und 

1) Gortner und Holm, Journ. of the Amer. chem. Soc. 39, 2477. 
1917 und Holm und Gortner, ebda. 42, 362. 1920. 
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es kann tatsichlich fast quantitativ aus diesen EiweiBkérpern 
durch Trypsinverdauung Tryptophan nach der iiblichen Methode 
von Hopkins und Cole?) und ihren Modifikationen *) *)*) ge- 
wonnen werden. Ganz dhnlich wie die Fermenthydrolyse ver- 
halt sich die Einwirkung von Alkalien und alkalischen Erden auf 
EiweiBkérper®); die EiweiBkérper werden hydrolysiert, ohne daf 
sich gefarbte Substanzen waihrend der Reaktion bilden, aber die 
Hydrolyse mit Alkalien und Erdalkalien geht nicht so weit wie 
mit Trypsin und Erepsin, sondern es bleiben noch kiirzere oder 
langere Peptidketten erhalten, es spaltet sich ein Teil des Stick- 
stoffes in Form von Ammoniak ab und die Biuretreaktion ist 
mehr oder minder erhalten geblieben, je nachdem wie lange, unter 
welchem Drucke und mit welcher Konzentration von Hydroxy- 
lionen gearbeitet wird. Diese vielfach in verschiedenen Instituten 
gemachte Beobachtung stand nur mit einer Behauptung im Wider- 
spruche, die Annie Homer®) anlaBlich der Ausarbeitung einer 
quantitativen Tryptophanbestimmung in EiweiBkérpern machte. 
Sie hydrolysiert Casein mit Barytlauge, indem sie bis zu 124 Stun- 
den auf dem Wasserbade erhitzt, entfernt das Barium mit Schwefel- 
siure, filtriert und fallt in der Lésung, die sie auf 5 proz. Schwefel- 
siurekonzentration bringt, mit: Quecksilbersulfat. Dann wischt sie 
den Niederschlag mit 5 proz. Schwefelsiure, um Tyrosin zu ent- 
fernen, bis er keine Millonsche Reaktion zeigt, suspondiert in 
2proz. Schwefelsiure und zerlegt ihn mit Schwefelwasserstoff. 
Das Filtrat vom Quecksilbersulfid, das frei von Schwefelwasserstoff 
war, aber noch sauer reagierte, behandelt sie nun mit einer Phosphor- 
wolframsiurelésung unter Vermeidung eines Uberschusses. Nach- 
dem sich der eventuell vorhandene Niederschlag von Polypeptiden 
abgesetzt hat, filtriert sie ab, entfernt den Uberschu8 an Phos- 
phorwolframsaure mit Baryt und den Uberschu8 an Barium mit 
Sehwefelsiure und bentitzt nun gleich die so erhaltene Lésung zur 
Tryptophanbestimmung. Das Tryptophan weist sie nur mit den tib- 
lichen Farbenreaktionen nach und J48t Analysenresultate vollkom- 

1) Hopkins und Cole, Journ. of Physiol. 27, 418—428. 

2) C. Neuberg, Charité-Annalen 30, 424—426. 

3) Rud. Allers, diese Zeitschr. 6, Heft 2/3, 8. 273. 1907. 

4) E. Abderhalden und Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chemie 
52, 207. 1907. 


5) Schiitzenberger, Ann. de Chim. [5], 16. 2897. 
6) Annie Homer, Journ. of Biolog. Chem. 22, 369. 1915. 
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‘men vermissen. Es ist nun zweifelhaft, ob sie Tryptophan selbst in 
Lésung hatte, da die Farbenreaktionen kein geniigender Beweis 
fir freies Tryptophan sind, weil auch tryptophanhaltige EiweiB- 
kérper und Peptidketten diese Reaktionen zeigen. Sie behauptet 
zwar, die Bromreaktion des freien Tryptophans erhalten zu haben, 
was aber bei unseren Versuchen nicht der Fall war und auch 
nicht erwartet werden konnte. 

Bei alkalischer Hydrolyse ist natiirlich schon vorauszusehen, 
daB man nicht die im Eiwei8 praformierten optisch-aktiven Amino- . 
siuren der Peptide bekommen wird, da unter der Einwirkung der 
Hydroxylionen die Spaltprodukte racemisiert werden und man 
die Racemkérper erhalt, wihrend bei der sauren Hydrolyse und 
Fermenthydrolyse eine solche Racemisierung, wenn tiberhaupt, 
nur zum geringen Teile eintritt. Die Racemisierung gerade des 
Tryptophans geht aber sehr leicht vor sich, wie im hiesigen In- 
stitute Rudolf Allers') gezeigt hat. Er stellte das racemische 
Tryptophan dar, indem er Casein mit Pankreas verdaute, bis das 
Hydrolyseprodukt starke Bromreaktion zeigte. Nach Beendigung 
der Hydrolyse filtriert er ab, versetzt nun mit 5 proz. Schwefel- 
siure und fallt mit 10 proz. Lésung von Quecksilbersulfat, dann 
zerlegt er den Quecksilberniederschlag mit Schwefelwasserstoff, 
den er im Filtrate durch einen Kohlenséurestrom vertreibt. — 
Nun falJlt er nach Neuberg fraktioniert mit Quecksilbersulfat. 
Die das Tryptophan enthaltenden Anteile behandelt er wie oben 
mit Schwefelwasserstoff und versetzt dann das Filtrat vom 
Quecksilbersulfid nach Entfernen des Schwefelwasserstoffes durch 
Kohlensiure mit 200 g Bleicarbonat und dann bei 60° mit Am- 
moniak bis zum Auftreten eines deutlich ammoniakalischen Ge- 
ruches. Die Flissigkeit filtriert er hei8, das in Lésung gegangene 
Blei schligt er mit Schwefelwasserstoff nieder und nach Ver- 
jagung des letzteren versetzt er das Filtrat mit ¢em gleichen 

Volumen Alkohol; nun engt er das Filtrat im Vakuum bis auf 
ein Viertel ein, fillt mit Alkohol zum urspriinglichen Volumen 
auf und engt wieder ein. Das hierbei auskrystallisierende Tryp- 
tophan krystallisiert er aus 40—50 proz. Alkohol um und analy- 
siert es. Es erweist sich als optisch inaktiv und es zeigte sich 
somit, daB schon unter der Einwirkung von wenig Ammoniak 
das 1-Tryptophan in das d-1-Tryptophan iibergeht, 

3) Rud. Allers, diese Zeitschr. 6, Heft 2/3, 8. 272. 1907. 
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Da die Tryptophanreaktion mit Glyoxylsiure und Schwefel- 
siure bei der alkalischen Hydrolyse nach wiseren Beobach- 
tungen nicht verschwand, die Reaktion des freien Tryptophans 
mit Brom hingegen gar nicht auftrat, war es nun méglich, den- 
jenigen Komplex bei der alkalischen Hydrolyse zu suchen, welcher 
Tryptophan enthalt und auf diese Weise zu ermitteln, mit welchen 
Aminosiuren das Tryptophan im Eiwei8 zunachst verkettet ist. 
Diese Untersuchung wurde durch den Umstand sehr erleichtert, 
daB wir wahrnehmen konnten, da8 bei der alkalischen Hydro- 
lyse, wie auch immer sie ausgefiihrt werden mag, der tryptophan- 
haltige Komplex genau wie Tryptophan selbst mit dem Hopkins- 
schen?) Reagens, einer Lésung von Quecksilberoxydsulfat in 
10 proz. Schwefelsiure, fast quantitativ gefaillt werden kann. 
Man kann jeweilig alle Untersuchungen genau mit der sehr feinen 
Reaktion auf Tryptophan von Adamkiewicz und Hopkins?) ver- 
folgen, die Tryptophan sowohl im freien Zustande als auch in scinen 
Verbindungen anzeigt. Man fiigt zu der zu untersuchenden Lésung 
einige Tropfen Glyoxylsiure, unterschichtet hierauf mit konzen- 
trierter Schwefelsiure und kann nun an der Schichtungszone selbst 
bei kleinsten Mengen eine rot-violette Farbenreaktion beobachten. 

Um das tryptophanhaltige Peptid zu fassen, sind wir in der 
Weise vorgegangen, da8 wir vorerst Casein, nach Hammarsten 
dargestellt, welches mit einem Tryptophangehalt von 0,65%, wie 
schon H. Fasal$) im hiesigen Institute zeigte, zu den tryptophan- 
reichsten EiweiSkérpern zahlt, mit gesittigter Atzbarytlauge hy- 
drolysierten. An der Hand der Glyoxylsiurereaktion verfolgten 
wir nun die Hydrolyse zu verschiedenen Zeiten, nach 2, 4, 9, 13, 17 
und 20 Stunden nahmen wir Proben und konnten sehen, daB die 
Reaktion immer stark positiv verlief und nur ein ganz schwaches 
Abklingen zu bemerken war. Wir haben bei unseren Versuchen 
weiter gesehen, da8 man zu gleichen Resultaten und in bequemerer 
Weise kommt, wenn man die Hydrolyse mit Atzkali (10proz.) 
durchfiihrt und auch hier die Reaktion wie cben angegeben verlauft. 

Bei der Darstellung des tryptophanhaltigen Komplexes ver- 
fuhren wir folgendermaBen. 500 g Casein (Hammarsten) werden 
24 Stunden lang in einem Blechtopfe mit 2 Litern 10 proz. Kali- 





1) Hopkins und Cole, Journ. of physiol. 27, 418—428. 
*) Hopkins, Proc. roy. soc. 68, 21—33. 
3) H. Fasal, diese Zeitschr. 44, Heft 5/6, S. 397. 
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lauge in der Siedehitze hydrolysiert, wobei man das hierbei ver- 
dampfende Wasser jeweils ersetzt. Nach dem Unterbrechen der 
Hydrolyse 148t man vorerst das Reaktionsprodukt vollkommen 
erkalten und neutralisiert sehr vorsichtig unter guter Eiskihlung 
in einem geréumigen GefiBe, am besten einem 101 fassenden 
Gurkenglase, um ein Uberschiumen zu vermeiden, mit 50 proz. 
Schwefelsaure, schlieBlich iibersiuert man ein wenig. Nach dem 
Absitzenlassen der gebildeten Niederschlige filtriert man rasch 
ab und wischt mit 10proz. Schwefelsiure und schlieBlich mit 
destilliertem Wasser, bis die Waschflissigkeit keine Reaktion mit 
Glyoxylsaure und konz. Schwefelsiure zeigt. Der schmutzigbraune 
Niederschlag selbst erweist sich als frei von Tryptophan, da er 
die Glyoxylsiure-Schwefelsaurereaktion nicht gibt, und wird 
daher nicht weiter untersucht. Das Filtrat versetzen wir nun mit 
dem Hopkinsschen Reagens, einer 10 proz. Lésung von Mercuri- 
sulfat in 10 proz. Schwefelsiure, so lange bis keine weitere Fallung 
zu beobachten ist. Der hierbei ausfallende Niederschlag ist von 
citronengelber Farbe, amorph, sehr dicht und setzt sich nach 
12stiindigem Stehen vollkommen am Boden ab. Mit dem Queck- 
silberreagens wird eventuell noch nachgefallt und dann ‘er Nieder- 
schlag abfiltriert. Bei manchen Versuchen setzt sich nach 24stiin- 
digem Stehen aus der Mutterlauge noch eine Portion ab; das Filtrat 
zeigt noch schwach die Adamkiewicz-Hopkinssche Reaktion und 
wird wieder mit dem Quecksilberreagens versetzt, der entstehende 
Niederschlag abfiltriert und mit dem ersten vereinigt. Den Vor- 
gang setzt man so lange fort, bis sich in den Mutterlaugen mit 
Glyoxylsiiure und Schwefelsiure keine Tryptophanreaktion mehr 
erzielen la8t. Einige Male gelang es uns, die Fallung gleich quan- 
titativ durchzufiihren. Der citronengelbe Niederschlag wird nun 
gut mit 10 proz. Schwefelsiure und dann mit Wasser ausgewaschen 
und zeigt eine sebr starke Glyoxylsiurereaktion. Hierauf schlammt 
man ihn mit Wasser auf, fiigt ein dreimal mit siedendem Wasser 
gut ausgewaschenes Bariumkarbonat hinzu, um die beim Ein- 
leiten von Schwefelwasserstoff frei werdende Schwefelsaure zu 
neutralisieren, und zerlegt den Quecksilberniederschlag durch Ein- 
leiten von Schwefelwasserstoff so lange, bis eine entnommene 
Probe, abfiltriert, im Filtrat mit Schwefelammonium keine 
Schwarzfirbung gibt. Nach 24—32 Stunden ist gewohnlich die 
Zersetzung beendet. Nun filtriert man vom Niederschlag ab, der 
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gewohnlich kolloidal ist und daher éfters durchs Filter gegossen 
werden mu8, wascht mit Wasser bis zum Aufhéren der Adam- 
kiewicz-Hopkinsschen Reaktion gut aus, schlammt den Nieder- 
schlag nochmals mit Wasser auf, figt wieder mit siedendem Wasser 
gewaschenes Bariumcarbonat hinzu und leitet wieder Schwefel- 
wasserstoff ein. Den abermals entstehenden Niederschlag fil- 
triert man ab, wischt wieder gut mit Wasser, bis zum Aufhéren 
der Tryptophanreaktion, nach, vereinigt beide Filtrate und engt 
sie nun im Vakuum im Wasserstoffstrome unter Zusatz von wenig 
mit siedendem Wasser gewaschenem Bariumcarbonat zwecks Neu- 
tralisation auf ein geringes Volumen ein, filtriert von dem etwa 
sich noch ausscheidenden kolloidal im Filtrate zuriickgehaltenen 
Sulfiden ab, und versetzt dann die dunkelbraun bis rotbraun ge- 
firbte Lésung so lange mit 95 proz. Alkohol bis nichts mehr aus- 
fallt. Dabei scheidet sich ein lichtbrauner Niederschlag ab, den 
man so lange mit Alkohol nachwascht, bis er keine Glvoxylsiure- 
reaktion gibt. Das alkoholische Filtrat, das die Tryptophan- 
reaktion mit Glyoxylsiure sehr stark zeigt, engt man nun aber- 
mals im Vakuum im Wasserstoffstrome fast bis zur Sirupkon- 
sistenz ein und nimmt deni Destillationsriickstand mit wenig Al- 
kohol in der Warme auf dem Wasserbade auf, Hierauf gieft 
man die Lésung méglichst quantitativ in ein schlankes Becher- 
glas, versetzt sie mit dem Doppelten ihres Volumens mit Alkohol 
und iiberlaBt sie in der Kialte sich selbst. Es setzt sich nach 12 bis 
24stiindigem Stehen ein weifer bis hellgelber Kérper ab, der ab- 
filtriert- und bis zum Verschwinden der Glyoxylsiurereaktion mit 
Alkohol gut gewaschen wird. Man engt wieder im Vakuum ein, 
nimmt mit Alkohol auf und wiederholt so den vorher beschriebenen 
Vorgang einige Male. Man erhalt so mit Alkohol immer Nieder- 
schlige, die keine Glyoxylsiurereaktion zeigen. Da man also auf 
diesem Wege nicht den tryptophanhaltigen Komplex isolieren 
kann, aber viele Substanzen entfernt, die nicht tryptophanhaltig 
sind, engt man das zuletzt erhaltene alkoholische Filtrat im Va- 
kuum im Wasserstoffstrome bis zur Sirupdicke ein und nimmt 
den Sirup mit absolutem Methylalkohol auf. 

Die so erhaltene Lésung l468t man 24 Stunden in der Kalte 
stehen, es scheidet sich ein weiBlichgelber Niederschlag ab, den 
man abfiltriert und mit absolutem Methylalkohol nachwischt, bis 
er keine Adamkiewicz-Hopkinssche Reaktion mehr zeigt. Das 
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Filtrat, das sie sehr stark gibt, wird nun im Vakuum im Wasser- 
stoffstrome wieder bis zu einem Sirup eingeengt und dieser aber- 
mals mit absolatem Methylalkohol aufgenommen. Der in ein 
langliches Becherglas gegossene Kolbeninhalt wird 24 Stunden 
in der Kialte stehen gelassen. Dabei scheidet sich ein weiBer Kér- 
per ab, der trotz gutem Waschen mit absolutem Methylalkohol 
die Glyoxylsiurereaktion zeigt. Da wir aber bei zwei Versuchen 
nur eine ganz geringe Ausbeute von ihm erhielten und uns kein 
weiteres Ausgangsmaterial (reines Casein) zur Verfiigung stand, 
muBten wir von seiner Analyse und weiteren Hydrolyse absehen. 
Er ist ebenso, wie der weiter unten von uns erhaltene Kérper ein 
Bariumsalz, was wir durch die Flammenfarbung und die Schwefel- 
siurereaktion feststellen konnten. 

Das Filtrat, das in hohem MaBe die Adamkiewicz-Hopkins- 
sche Reaktion zeigt, wird nun so lange mit Ather versetzt, bis 
es weiter keine Fallung gibt. Der hierbei entstehende Nieder- 
schlag fillt weiB und amorph. Er wird scharf abgenutscht, mit 
wenig Ather gewaschen und zerflieBt dabei an der Luft unter 
Braunfirbung. Im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet, wird er fest und grob-krystallinisch. Der Kérper zeigt 
zwischen 175—195° ein Zersetzung und wird durch nochmaliges 
Lésen in wenig absolutem Methylalkohol und abermaliges 
Fallen mit Ather gereinigt, nachdem man vorher von einer ganz 
geringen Spur von Verunreinigung abfiltriert. Der Zersetzungs- 
punkt des Kérpers ist unveraindert 175—195°, nachdem er vorher 
im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiure getrocknet wurde. Er 
ist ein Bariumsalz (Flammenfirbung und Schwefelsiurereak- 
tion) und enthalt den Tryptophankomplex (Adamkiewicz- 
Hopkinssche Reaktion mit Glyoxylsiure und Schwefelsiure), 
gibt aber die Bromreaktion des Tryptophan selbst nicht. Er gibt 
schwache Biuretreaktion, ein Beweis fiir das Vorhandensein einer 
kiirzeren Peptidkette, denn zur Hervorrufung der Reaktion be- 
darf es mindestens zweier Gruppen —CO—NH, , welche an einem 
Kohlenstoff oder Stickstoff oder miteinander gebunden sind. Im 
Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiure wird er zur Gewichtkon- 


stanz getrocknet und dann analysiert. 

0,1960 g Subst.: 0,0360 g BaSO,. — 0,1905g Subst.: 0,0353 g BaSO,; 
0,1304 g Subst. : 12,3 ccm N (21,5°, 739mm); 0,1318 g Subst. : 12,6 ccm N (22°, 
745 mig); 0,1623 g Subst.: 0,2803 g CO,, 0,0872 g H,O; 0,1623 g Subst.: 
0,2816 g CO,, 0,0883 g H,0. 
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Ber. fiir: CygH,_N,oO2Ba. 
Ba: 10,79 % ; N: 10,98 %; C: 47,06 % ; H: 6,19% 
Gef.: Ba: 1088%, 10,87% ; N: 10,65%, 10,75%; C: 47,10%, 47,82%; H: 606%, 609%. 
Der hohe Sauerstoffwert deutet auf Krystallwasser, dessen Bestimmung 
so vorgenommen wurde, da8 man die Substanz bei 115° im Thermostaten 
zur Gewichtskonstanz trocknete. 0,2385 g Substanz verloren 0,04201 g H,O. 
Ber. fiir 12 Mol. H,O 16,98% 
Gd. , 18» » 1600% 
Das gefundene Resultat sagt uns, daB8 das Bariumsalz 12 Mo- 


lektile Krystallwasser enthilt. 


Bestimmung des Tryptophangehaltes. 

Um seinen weiteren Bau kennenzulernen, machten wir nach 
der Methode H. Fasals'), die im hiesigen Institute ausgearbeitet 
wurde, auf colorimetrischem Wege mit Hilfe der Adamkiewicz- 
Hopkinsschen Reaktion eine Tryptophanbestimmung, die unszeigte, 
daB das Salz 4 Tryptophanreste, das freie Peptid also 2 enthielt. 

Eingewogen wurden 0,0034 g Substanz, 2 com Glyoxylsiure- 
lésung und 6 ccm konzentrierte Schwefelsiure hinzugefiigt. Die 
Reaktion wurde verglichen mit der Standardlésung 1 GW. Trypto- 


phan: 1000 GW. Wasser. 
Am Colorimeter (Duboseq) Standardlésung: 12 Teilstriche 
Bariumsalzlésung: 26 a . 
Folglich enthilt das Bariumsalz des Peptids um 2,18mal mehr Trypto- 
phan als die Standardlésung. 
0,0034 g 
0,034 : 0,001 = 100: x 
x = 29,4. 
29,4 + 2,18 = 64,1138. 
Ber. fiir 4 Mol. Tryptophan 63,91% 
Gh ni Ae - 64,11%. 
Unter Voraussetaung, daB die Kette nur eine Carboxylgruppe enthailt, 
mu8 man annehmen, daB zwei Peptidketten mit einem Atom Barium 
verbunden sind. 
Bestimmung der NH,-Gruppe. 

Um nun feststellen zu kénnen, wie viele freie Aminogruppen die 
Kette enthilt, wurde die van Sly ksche*) Methode zur Bestimmung von 
freien Aminogruppen durchgefiihrt, die uns zeigte, daB das Barium- 
salz zwei enthilt, das freie Peptid also eine Aminogruppe unter der oben 
gemachten Annahme. 

0,7360 g Subst. 24,1 com N (22,5°, 748 mm) Amido-N 12,05 ccm 
Ber. fiir 2 NH,-Gruppen 2,15% N 
Gef. ,, 2 ‘i 1,81 N. 
1) H. Fasal, diese Zeitechr. 44, Heft 5/6, 8. 394. 1912. 
2) van Slyke, Journ. of Biolog. Chem. 1911. 
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Kin Versuch, aus dem Bariumsalz die freie Siure darzustellen, 
indem wir eine genau abgewogene Menge Substanz, in Methyl- 
alkohol gelést, mit der fir das Barium genau berechneten Menge 
1/,, n-Schwefelsiure versetzten, vom ausfallendem Bariumsulfat 
abfiltrierten und dann Ather zur Lésung gaben, fiihrte zu einem 
braunen, nicht krystallisierbaren amorphen Sirup. Das uns vor- 
liegende Bariumsalz zeigt auBer der Tryptophanreaktion nur 
sehr schwache Biuretreaktion, das beweist, daB eine, wenn auch 
kurze, Peptidkette vorliegt.— Mit dem Millonschen Reagens gibt 
es keine Rotfirbung, sondern nur eine braune Fillung. Alle diese 
Untersuchungen zeigen uns aber klar, daB wir in C, >H,.N,,0,Ba 
- 12 H,O das Bariumsalz eines tryptophanhaltigen Tripeptids der 
Bruttoformel C,;H,,N,O, in Handen haben, in dem zwei Tryp- 
tophanreste und noch eine Aminosiure siureamid-artig, wie im 
EiweiB tiberhaupt, verkettet sind. Es ist jetzt nur mehr die 
Frage offen, welche Aminosaure es ist, die mit den beiden Tryp- 
tophanresten in der Peptidkette C,,H,,N;O, verbunden ist. Zu 
diesem Zwecke unterwarfen wir das Bariumsalz des Tripeptids 
einer weitergehenden Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure, die 
wir auf folgende Art durchfiihrten. 

Im einem Rundkélbchen mit eingeschliffenem Steigrohre wur- 
den 1,8320 g Substanz 6 Stunden lang mit der 4fachen Menge 
konzentrierter Salzsiure hydrolysiert, in dem bei ganz kleiner 
Flamme das Reaktionsgemisch in geringem Sieden gehalten 
wurde. Nach dem Erkalten wurde das Hydrolyseprodukt, das 
sich durch die aus den Tryptophanresten gebildeten Huminsub- 
stanzen sehr dunkel gefirbt hat, mit Wasser in eine Porzellan- 
schale gespiilt und nun auf dem Wasserbade bis zur Sirupkon- 
sistenz eingedampft; diese Operation wurde so oft wiederholt, 
bis der Geruch von Chlorwasserstoffsiure verschwunden war. 
Dann wurde mit heiBem Wasser aufgenommen und zur Ent- 
farbung mit Tierkohle aufgekocht. Die Tierkohle wurde vorher 
durch Auskochen mit konzentrierter Salzsiure und Auswaschen 
mit Wasser bis zum Verschwinden der Chlorreaktion gereinigt. 
Nach dem Aufkochen wurde abfiltriert, drei- bis viermal mit sie- 
dendem Wasser gewaschen und nun der Tierkohlenniederschlag 
mit siedendem Wasser ausgekocht, um etwaige, von der Tier- 
kohle zuriickgehaltene Substanz nicht zu verlieren, dann 
wurde wieder mit heiBem Wasser nachgewaschen und schlieB- 
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lich im Vakuum auf ein geringes Volumen eingeengt. Der Destil- 
lationsriickstand wurde, um die fragliche Aminosiure besser 
fassen zu kénnen, nach Schotten-Baumann benzoyliert, doch 
nicht unter Zusatz von Natronlauge, sondern von festem Natrium- 
bicarbonat nach der allgemein fir Aminosiuren anwendbaren 
Metnode von Emil Fischer’), demzufolge Natriumbicarbonat 
viel linder und auf die sich bildenden Benzoylverbindungen nicht 
so stark verseifend einwirkt wie Lauge. Im tibrigen wurde wie 
sonst nach Schotten- Baumann verfahren. Das Natrium- 
carbonat wurde abfiltriert, mit heiBem Alkohol éfters dekantiert 
und der Alkohol abgedampft, doch erwiesen sich beide Riickstiinde 
als stickstofffrei. Nun wurde das Filtrat angesiuert und die Benzoe- 
siure mit Ather entfernt. Sie zeigt ihren genauen Schmelzp. von 
122,5° und erwies sich zugleich als stickstofffrei. Das saure Filtrat 
wurde nun mit Natriumbicarbonat und Sodalésung versetzt, bis 
es gerade gegen Kongo neutral reagiert und im Vakuum eingeengt. 
Dabei scheidet sich Kochsalz frei von organischer Substanz ab 
(Prifung mit dem Platinspatel auf Brennbarkeit!), von dem ab- 
filtriert wurde. Diese Operation wurde éfters wiederholt. SchlieB- 
lich wurde vor dem weiteren Einengen mit dem doppelten Volumen 
der Lésung mit Alkohol versetzt und auch diese Operation dfters 
wiederholt. Dabei wurde immer Natriumchlorid und benzoe- 
saures Natrium abgeschieden, bis schlieBlich eine wisserig-alkoho- 
lische Lésung von ganz geringem Volumen erhalten wurde. Die 
immer bis zu diesem Momente stets neutral gehaltene Lésung 
wurde mit ganz wenig verdiinnter Salzsiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion angesiuert. Nach 12stiindigem Stehen haben 
sich Krystalle abgeschieden, von denen abfiltriert wurde und die 
sich als stickstoffhaltig erwiesen. Man krystallisiert sie aus ganz 
wenig heiBem Wasser um. Das vorher erhaltene Filtrat wurde 
mit Ather ausgeschiittelt, in den aber nichts hineingeht, der ein- 
geengte wiisserige Anteil erwies sich auch als stickstofffrei. Die 
erhaltenen Krystalle zeigten einen scharfen Schmelzpunkt von 
163° und wurden nochmals aus heiBem Wasser umkrystallisiert, 
der Schmelzp. blieb konstant 163°. 

Dieser Umstand 148t uns erkennen, daB wir das d-1l-Ben- 
zoylalanin in Hinden haben, wie es in der Literatur allgemein 


1) Emil Fischer, Berichte d. D. Ch. G. 32, 2454. 1899 





«| 


~~ on eT ee 





Tryptophanhaltiges Tripeptid. 297 


beschrieben wird. Das d-1-Benzoylalanin’) lést sick in 250 Teilen 
kalten Wassers, leichter in heiBem, aus gesittigten Lésungen 
scheidet es sich in sechsseitigen Blaittchen aus. In Alkohol ist 
es leicht, in Ather schwer léslich und schmilzt bei 162—163°. 
Alle diese Eigenschaften stimmen mit unserem Benzoylkérper 
tiberein, der dritte Baustein also, aus dem sich unser Tripeptid 
zusammensetzt, ist das Alanin, was sich auch durch die Aus- 
wertung unserer Analysenresultate bestiatigt, wie weiter unten 
gezeigt werden soll. Zu einer Analyse des Benzoylderivates stand 
uns leider nicht geniigend Material mehr zur Verfiigung, wie 
wir tiberhaupt bei unserer ganzen Arbeit unter dem Mangel an 
Ausgangsmaterial zu leiden hatten, da Casein hier nicht zu be- 
schaffen ist und wir unsere Untersuchungen mit einem Casein 
anstellten, das wir der Giite des Herren Professor Sérensen in 
Kopenhagen verdanken. Auch ist die Ausbeute selbst bei An- 
wendung von 500 g Casein sehr gering. Abderhalden®) erhielt 
bei seinen Versuchen iiber Tryptophan nur 0,5% Ausbeute, so daB 
wir beim Tripeptid nicht viel mehr zu erwarten hatten, wie es 
sich auch tatsichlich bei unseren Versuchen zeigte. 

Da wir die Hydrolyse des EiweiBk6rpers in alkalischer Lésung 
vornahmen, stand zu erwarten, daB wir durch den racemisierenden 
Einflu8 der Hydroxylionen das optisch-inaktive Tripeptid er- 
halten wiirden, wovon wir uns auch durch eine Untersuchung des 
optischen Drehungsvermégens des Bariumsalzes tberzeugen 
konnten. 

Zusammenfassung. 

Wir sehen also, da8 es uns gelungen ist, bei alkalischer Hy- 
drolyse des tryptophanhaltigen Caseins nach der oben beschrie- 
benen Methode das optisch inaktive Bariumsalz eines tryptophan- 
haltigen Tripeptids aus dem EiweiBkérper abzubauen, in dem zwei 
Tryptophanreste und eine «-Aminopropionsiure siureamideartig 
verkettet sind, wie uns die van Sly kesche Bestimmungsmethode 
der freien Aminogruppen zeigte; denn wenn das Bariumsalz mit 
12 Mol. Krystallwasser die Zusammensetzung C;,H,.N,,0,Ba hat, 
hat das freie Peptid die Zusammensetzung C,,;H,,N;O,. Unter der 


1) IL. Baum, Zeitschr. f. physiol. Chemie 9, 467. 1885. — Karl 
Brenzinger, Zeitschr. f. physiol. Chemie 16, 579. 1892. 

*) Abderhalden und Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chemie 52, 209. 
1907. 
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Annahme, daB zwei Mol. Tryptophan C,,H,,N,0, und ein Mol. 
Alanin C,H,NO, in ihm in séureamidartiger Verkettung unter 
Austritt von zwei Mol. Wasser verknipft sind, ergibt sich eine 
Zusammensetzung von C,,;H,,N,0,, was mit den oben angegebenen 
Analysenresultaten vollkommen itbereinstimmt. 

Fir die Zusammensetzung des Tripeptids sind nun folgende 
Méglichkeiten nach der tiblichen Nomenklatur E mil Fischers ge- 
geben: 1. d-1-Tryptophyl-tryptophyl-alanin, — 2. d-1-Alanyl- 
tryptophyl-tryptophan und 3. d-1-Tryptophyl-alanyl-tryptophan. 
Welche von diesen drei Méglichkeiten in unserem Falle zutrifft, 
lieBe sich nur sagen, wenn man das Bariumsalz der partiellen 
Fermenthydrolyse unterwerfen wiirde oder wenn es gelinge, das 
Peptid aus seinen einzelnen Bausteinen synthetisch aufzubauen 
und es bleibt die weitere Aufgabe, durch Spaltung und Synthese 
diesen Komplex ginzlich aufzuklaren. 

In der Literatur finden wir folgende Polypeptide, die unserem Tri- 
peptid ahnlich aufgebaut sind: 1. das von Emil Fischer und Abder- 
halden’) dargestellte d-l-Alanyl-d-tryptophan, ein amorpher Kérper; 
2. das von den gleichen Forschern dargestellte d-Alanyl-d-Tryptophan *) 
C- CH, - CH - COOH 
(,H, - NH - CH NH-CO.CH(NH,)CH, 
durch ein gut krystallisierende Kupfersalz charakterisiert ist, und schlieB- 
lich 3. das von Abderhalden und L. Baumann dargestellte d-1-Alanyl-d- 
Tryptophan-Anhydrid*) von der Zusammensetzung C,,H,,0,N;, das aus 
50proz. Alkohol in zu Biischeln vereinigten Blattchen krystallisiert, 
Schmelzpunkt 280° (korr. 290°) unter Braunfarbung. 





das nicht krystallisierte, aber 


1) Emil Fischer und Abderhalden, Ber. 40, 8. 2744. 1907. 
2) Emil Fischer und Abderhalden, Ber. 40, S. 2744. 1907. 
3) Abderhalden und L. Baumann, Ber. 40, 8. 2859. 1908. 





Uber Kalkbindung durch tierische Gewebe. I. 


Von’ 
E. Freudenberg und P. Gyérgy. 


(Aus der Kinderklinik in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1920.) 
I. Einleitung. 


Im Jahre 1904 wurden durch Pfaundler’)?) Versuche 
veréffentlicht, aus denen hervorging, daB tierisches Gewebe., 
namentlich Knorpelsubstanz, in CaCl,-Lésung eingelegt, eine 
Abnahme im Ca-lonengehalt der Lésung bedingen, der eine 
entsprechende Cl-Abnahme nicht gegeniibersteht. Der Kalk- 
verlust betrug bis tiber 50% des eingebrachten Ca. Er wurde 
auch bei der Durchspiilung ganzer Extremitaéten von Hunden 
und von Kinderleichen nachgewiesen. Nach Ausschlu8 auto- 
lytischer und bakterieller Vorginge und einer Kalkausfillung 
in der Lésung durch ausdiffundierende Gewebsstoffe fiihrte 
Pfaundler den Vorgang auf Adsorption von Ca-Ionen zuriick. 
Er wies hierbei auf die auch jetzt noch sehr wenig zahlreich 
bekannten Beispiele von Adsorption unter Hydrolyse des Ad- 
sorbendums in nichtaquivalenten Mengen der durch die Hydrolyse 
entstandenen Produkte hin. Die Annahme einer Adsorption 
wurde wegen der Abhingigkeit der GréBe des Ca-Verlustes von 
der Ca-Konzentration gemacht. 

Nach den neueren Anschauungen diirfte die Gegeniiberstellung Ad- 
sorption — chemische Bindung das hier vorliegende Problem nicht in seinem 
Wesen erfassen. Durch Versuche von Rona und G yérg y*) wurde gezeigt, 
da8 die Bindung eines anorganischen Anions, Cl~, an die Serumkolloide 
eine Funktion der Wasserstoffionenkonzentration ist, und da8 diese Bindung 


sich in der GréBenordnung analytisch sicher nachweisbarer Betriige bewegt. 
Die Bindung eines Kations, des Na+, an die Serumkolloide ist schon 


1) Jahrb. f. Kinderheilk. 60. 1904. 

*?) Hartmann, Sitzungsber. Kgl. bayr. Akad. d. Wissensch. math..- 
phys. Kl. 1913, 8. 271. 

3) Diese Zeitschr. 56. 1913. 
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langer durch die Arbeiten von Zuntz'), Hamburger?) und Girber®) 
bekannt und mit moderner Methodik durch Rona und G yérg y*) bestitigt 
worden. Es kann angenommen werden, daB 5—15% des Gesamtalkalis des 
Serums ,,gebunden“ sind. Der Anteil im Serum gebundenen Kalks dagegen 
kann nach Rona und Takahashi®) sogar auf 30% geschiitzt werden. 

Die Bindung sowohl von Anionen wie Kationen an Gelatine ist mit 
physikalisch-chemischen Methoden in neuester Zeit von J. Loeb®) in seinen 
Untersuchungen iiber amphotere Kolloide gepriift worden. Es wurde fest- 
gestellt, da8 auf der sauren Seite vom isoelektrischen Punkt amphotere 
Elektrolyte nur Anionen von Neutralsalzen, auf der mehr alkalischen Seite 
nur Kationen binden kénnen. Am isoelektrischen Punkt selbst ist keinerlei 
Bindung méglich. Gelatine ist dann nicht ionisiert. Die Bindung von Kat- 
ionen verliuft so, daB oberhalb des isoelektrischen Punktes ein rascher 
Anstieg der gebundenen Menge erfolgt, der ziemlich bald ein Maximum 
erreicht, Wahrend, allgemein gesprochen, eine leichte Verschiebung des py 
beim isoelektrischen Punkt die physikalischen Eigenschaften der Gelatine- 
Ionenverbindungen stark beeinfluBt, ist der EinfluB bei wesentlich gréBerem 
oder kleinerem py geringer. Die analytisch festzustellende Menge jener 
Ionen-Gelatineverbindungen stellt sich mit den Anderungen der physika- 
lischen Eigenschaften gleichsinnig ein, wenn py, geandert wird. Beim iso- 
elektrischen Punkt unterbleibt jede Bindung, die Kurven der physikalischen 
Eigenschaften weisen Minima auf. Nach Loeb ist dies Verhalten unverein- 
bar mit der Annahme von Adsorptionsverbindungen und nur als chemische 
Bindung verstindlich. Wie zu erwarten, bindet die gleiche Menge Gelatine 
doppelt soviel einwertige als zweiwertige Kationen. In den physikalischen 
Eigenschaften (auBer der Leitfihigkeit) bestehen gesetzmaBige Unterschiede 
zwischen ein- und zweiwertigen Kationen. Entsprechend verhalten sich 
verschiedenwertige Anionen. i 

Auf Grund dieser Befunde war eine Priifung der Kalkbindung 
an tierisches Gewebe in ihrer Abhingigkeit vom py erforderlich. 
Weiter haben wir bei konstantem py die Kalkbindung als Kon- 


zentrationsfunktion der Ca-Menge geprift. 


Il. Bemerkungen zur Methodik. 

Der untersuchte Knorpel stammte teils als Rippen- und Brustbein- 
knorpel von Kalbern und wurde frisch vom Schlachthof bezogen, teils diente 
menschlicher Knorpel — vorwiegend von Féten und Kinderleichen —, 
wie der tierische sorgfiltig priipariert und zerkleinert, zur Untersuchung. 
Er wurde in einem Teil der Versuche in frischem Zustande, teilweise auch in 
getrockneter und feingemahlener Form verwendet. Durch Acetatgemische 

1) Inaug.-Diss. Bonn 1868. 

*) Zeitschr. f. Biol. 28. 1892. 

5) Sitzungsber. d. phys.-med. Ges. Wiirzburg 1895. 

4) a. a. O. 

5) Diese Zeitschr. 31. 1911 und 49. 1913. 

*) Journ. of General Physiology Nr. 1 u. 2, 1918, Nr. 3, 4, 5, 1919. 
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nach Michaelis!) wurde die Erhaltung konstanter Reaktion angestrebt, 
Diese konnten wir allerdings nur im Zwischenraum von 4,8—6,5 erreichen. 
Bei den stirker sauren Reaktionsstufen, deren Pufferwirkung natiirlich 
geringer ist, wurden die Gemische am Versuchsende stets alkalischer. Ebenso 
groB waren die Schwierigkeiten, Konstanz von p, > 6,7 zu erreichen. Hier 
stellte schon die Ausfillbarkeit der Ca-Salze gewisse Grenzen. Da Phosphat-, 
Citrat- und Boratgemische fiir unsere Zwecke nicht in Betracht kamen, 
bedienten wir uns der Standardglykokollmischungen nach Sérensen. Die 
Pufferwirkung reichte hier aber wiederum fiir unseren Zweck nicht aus, 
die elektrometrische Kontrolle ergab jedesmal ein Absinken des p,. Wir 
begniigten uns damit, p, zu Beginn und zu Ende jedes Versuchs fest- 
zustellen, Wir haben mehrmals auf die Glykokollgemische verzichtet und 
unseren CaCl,-Lésungen kleine Mengen NaOH zugefiigt, wobei p, vor und 
nach dem Versuch gemessen wurde. 

Die Cl- Bestimmung in unseren Gemischen haben wir nach Abdampfen 
und Verkohlung abgemessener Mengen nach Volhard, die Ca-Bestim- 
mungen nach Veraschung, Lésen in verdiinnter Salzsiiure durch Fillung 
als Ca-Oxalat bei schwach ammoniakalischer Reaktion, durch Gliihen und 
Titration als CaO gegen Methylorange als Indicator ausgefiihrt. Zur Analyse 
kamen jeweils 10ccm. Wahrend der Versuche wurde stets reichlich Xylol 
zur Vermeidung bakterieller Zersetzung des Knorpels verwendet. Wir 
arbeiteten nur bei Zimmertemperatur. 

Die p,-Messungen wurden unter Benutzung einer MeBbriicke, der ge- 
sittigten Calomelelektrode als Ableitungselektrode unter Anwendung der 
von Michaelis *) beschriebenen Elektrodenform bei stehender Wasserstoff- 
atmosphire ausgefiihrt. 

Ill. Experimenteller Teil. 

In einer Reihe von Vorversuchen wurden zunichst die ge- 
eignetsten Reaktionszeiten, CaCl,-Konzentrationen und der Ein- 
fluB starker Reaktionsverschiebungen geprift. Erst dann gingen 
wir dazu iiber, unter den geeigneten Bedingungen eine gréBere 
Anzahl von Aciditatsstufen einzufihren. 

Von den wiedergegebenen p,-Zahlen bedeutet die erste den 
Wert zu Beginn, die zweite am Ende des Versuches. 

Versuch I: 6. bis 9. VI. 1920. Je 5g getrockneten Kalbsknorpels 
kommen zu 50 com der Acetatgemische. Es wurde iiberall 1 ccm einer rund 
10 proz. CaCl,-Lésung beigefiigt. 

Pu §,7—6,5 55-55 4,0—-4,5 3,1—4,7 

Normalitét an CaCl, vor Versuch 0,0272 0,0272 0,0272 0,0272 
Cl-Normalitét nach Versuch . . 0,0384  0,0370 0,0366  0,0364 
Ca-Normalitét nach Versuch. . 0,0096 0,013 0,017 0,020 
Ca-Bindung 0,0142 0,0102 0,0072 
Ca-Bindung in % 52,2 36,9 26,5 

1) Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 

*) a. a. O. 
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Ergebnis: Mit sinkendem p, abnehmende, durchweg sehr starke 
Ca-Bindung. Da es nicht gelingt, stark saure Reaktionen (py < 4,0) kon- 
stant zu halten, ist auch in diesem Bereiche Bindung nachweislich. 

Versuch II: 11. bis 16. VI. 1920. Je 16,5 g frischer Menschenknorpel 
angesetzt wie oben. 

Py 67—-6,7 50-53 31-49 
Normalitaét an CaCl, vor Versuch') . 0,0221 0,0221 0,0221 


Cl-Normalitét nach Versuch. ... . 0,0310 0,0320 0,0210 
Ca-Normalitét nach Versuch .... 0,0024 0,0094 0,0092 
Cone 6 ah Se 0,0197 0,0127 0,0129 
Ca-Bindung in % ...-5..65% 89,1 57,5 58,4 


Ergebnis: Sehr starke Bindung, besonders bei mehr alkalischer Re- 
aktion. 

Vers uch IIT: 14. bis 16. VI. 1920. Je 5 g bei 120° getrockneten Kalbs- 
knorpels. Anordnung wie Versuch II. 

Py 67—6,3 5,5—-5,4 4,0—4,5 \3,1—4,8 

CaCl,-Normalitét vor Versuch . 0,0270 0,0270 0,0270 0,0270 
Cl-Normalitét nach Versuch . . 0,0402 0,0434 0,0324 0,0328 
Ca-Normalitét nach Versuch . . 0,0236  0,0240 0,0248  0,0256 
CN <n ks 540s x0 0,0034 0,0030 0,0022 0,0014 
Ca-Bindung in % ...... 12,6 11,1 8,1 5,2 


Ergebnis: Schwache, mit sinkendem p, abnehmende Ca-Bindung. 
Erhitzen des Knorpels schidigt also das Ca-Bindungsvermégen 
Versuch IV: 18. bis 23. VI. 1920. Je 4g trockner Menschenknorpel. 
2ccm rund 10proz. CaCl,-Lésung auf 48 com Gemisch. 
Py 78—6,7 67-64 5,5—5,8 3,1—4,8 
CaCl,-Normalitét vor Versuch . 0,0560 0,0560 0,0560 0,0560 


Cl-Normalitiét nach Versuch . . 0,0572 0,0510 0,0560 0,0550 
Ca-Normalitéit nach Versuch. . 0,0388 0,0384 0,0456 0,0462 
CSO as GG 0,0172 0,0176 0,0104 0,0098 
Ca-Bindungin % ...... 30,7 31,4 18,6 17,5 


Ergebnis: Abnehmende Bindung mit fallendem p,. 

Versuch V: 8.—11. VII. 1920. Je 14g frischer Menschenknorpel. 
Anordnung wie im letzten Versuch. 

Py 10,5—6,9 6,7-6,3 5,0—5,1 3,0—5,0 

CaCi,-Normalitét vor Versuch?) 0,0520 0,0520 0,0520 0,0520 
Cl-Normalitét nach Versuch . . 0,0512 0,0530 0,0516 0,0484 
Ca-Normalitét nach Versuch. . 0,0252 0,0276 0,0330 0,0431 
CORE, ae. 0,0268 0,0244 0,0190  0,0089 
Ca-Bindung in% ...... 51,5 46,9 36,5 16,9 


Ergebnis: Abnehmende Ca-Bindung mit sinkendem p,. 
Uberlegenheit frischen Knorpels gegeniiber trockenem. 


1) Unter Beriicksichtigung eines Wassergehaltes des Knorpels von 70%. 
2) Unter Beriicksichtigung des Knorpelwassergehaltes. 
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Versuch VI: 4. bis 7. VI. 1920. Je 15g frischer Gehirnrindenmasse, 


Px 6,7—6,5 61-60 50-50 40-44 3,1—4,7 
CaCl,-Normalitat vorV.2) 0,0227  0,0227  0,0227' «00,0227 -—«0,0227 
Cl-Normalitit nach V. 0,0322  0,0316  0,0312 0,0820 +~—-0,0290 
Ca-Normalitét nach V. 0,0180  0,0168  0,0200  0,0206 + —-0,0266 
Ca-Bindung ... . 0,0047 0,0059  0,0027 0,0021:~—s:0,0039 
Ca-Bindung in % . . 20,7 25,9 11,9 93  —17,2 


Ergebnis: Mit sinkendem p, abnehmende Ca-Bindung, besonders 
rasche Abnahme bei p, 5,0. Ausdiffundieren bei p, 3,1—4,7. 

Versuch VII: 11. bis 15. VI. 1920. Je 5 g Gehirntrockenpulver eines 
alkoholgeharteten Gehirnes. 


Pu 6,7—5,9 55-52 40-46 ,31—3,9 
CaCl,-Normalitét vor Versuch . 0,0272 0,0272 0,0272 0,0272 
Cl-Normalitét nach Versuch . . 0,0452 0,0444 0,0382 0,0362 
Ca-Normalitit nach Versuch . . 0,0177 0,0186 0,0250 0,0258 
Ca-Bindung 0,0098 0,0086 0,0022 0,0014 
Ca-Bindungin% ...... 36,0 31,6 8,1 5,1 


Ergebnis: Mit abnehmenden p, fallende Ca-Bindung, scharfer Abfall 
zwischen p, 5,2 und 4,6. 

Versuch VIII: 21. bis 25. VI. 1920. Je 15g frische Gehirnmasse, 

Pa 11,0—6,6 6,7—6,2 55-55 4,0-—4,6 3,1—4,5 
CaCl,Normalitat vor V.*) 0,0466 0,0466 0,0466 0,0466 0,0466 
Cl-Normalitaét nach V. 0,0542 0,0508 0,0488 0,0442 0,0506 
Ca-Normalitét nach V. 0,0370 0,0454 0,0488 0,0482 0,0484 
0,0096 0,0012 —0,0022 —0,0016 —0,0018 

Ca-Bindung in % . . 19,9 17,0 —5,5 —4,2 —4,1 

Ergebnis: Oberhalb p, 5,5 Ca-Bindung, unterhalb Ausdiffundieren 
von Ca. 

Nunmehr wurde die Wirkung verschiedener Ca-Konzen- 
trationen auf die Kalkbindung durch Knorpel gepriift. Es 
wurden steigende Mengen, 0,5 bis 5,0 com, ungefahr 10 proz. 
CaCl,-Lésung zur Acetatmischung, meist 45 ccm, zugesetzt 
und mit Wasser auf gleiches Volum (50 ccm) gebracht. py 
wurde nicht variiert. 

Versuch IX: 14. bis 17. VI. 1920. Je 5g trockener Kalbsknorpel; 
gepulvert. 

Pp 6,7 
CaCl,-Normalitét vor V. 0,0136 0,0270 0,0540 0,0810 0,1350 
Cl-Normalitét nach V 0,0256 0,0332 0,0660 0,0950 0,1576 
Ca-Normalitét nach V. 0,0138 00,0238  0,0480  0,0638  0,1578 
Ca-Bindung . . . . —0,0002 0,0032 0,0060 0,0172 —0,0228 
Ca-Bindung in % . —1,5 11,8 11,1 21,5 —16,9 


1\ Unter Beriicksichtigung des Organwassergehaltes. 
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Ergebnis: Bei steigender CaCl,-Konzentration werden absolut und 
prozentisch steigende Ca-Mengen gebunden, auBer in der héchsten Konzen- 
tration. 

Versuch X: 18. bis 22. VI. 1920. Je 4g trockener Kalbsknorpel; 
gepulvert. 

Py 6,7 
CaCl,-Normalitat vor V. 0,0140 0,0280 0,0560 0,0840 0,1400 
Cl-Normalitét nach V. 0,0220 0,0380 0,0616 0,0930 0,1510 
Ca-Normalitét nach V. 0,0130 0,0258 0,0382 0,0640 0,1078 
Ca-Bindung..... 0,0010 0,0022 0,0178 0,0200 0,0822 
Ca-Bindung in % .. 7,1 7,9 31,8 23,8 23,0 


Ergebnis: Wie Versuch IX. Bei den héchsten Konzentrationen pro- 
zentische Abnahme der Ca-Bindung. 

Vers uch XI: 25. bis 29. VI. 1920. Wie Versuch X angesetzt. p,, 6,7. 
Je 5g trockener Menschenknorpel. 


CaCl,-Normalitaét vor V.0,0280  0,0560  0,0840 00,1120 0,1400 
Cl-Normalitét nach V. 0,0344 0,0590 00,0892 00,1182 0,1290 
Ca-Normalitét nach V. 0,0212 0,0422 0,0656 0,0840 0,1188 
Ca-Bindung. . . . - 0,0068  0,0138  0,0184 0,0280  0,0312 
Ca-Bindung in % . . 24,3 24,6 21,9 25,0 15,1 


Ergebnis: In diesem Versuch, in welchem die niedrigste CaCl,- 
Konzentration nicht zur Anwendung kam, zeigt sich wieder die prozentische 
Abnahme bei den héchsten Ca-Konzentrationen, wahrend absolut die gebun- 
denen Ca-Mengen zunahmen. 

Versuch XII: 3. bis 7. VI. 1920. 

Px 8,1—6,5. Je 15g frischer Menschenknorpel. 


Ca-Cl-Normalitét vorV.1)0,0128  0,0256  0,0512 00,0768  0,1286 
Cl-Normalitét nach V.*) 0,0860 0,0870  0,0968  0,1260  0,1756 
Ca-Normalitét nach V. 0,0100 0,0132 0,0310 0,0514 0,0960 
Ca-Bindung.... . 0,0028 00,0124 0,0202 0,0254  0,0326 
Ca-Bindung in % . . 22,0 48,5 39,4 33,0 25,3 

Ergebnis: Bei steigender Ca-Konzentration werden absolut stei- 
gende, prozentisch zuletzt wieder fallende Ca-Mengen gebunden. 

Vers ucn XIII: 21. bis 24. VI. 1920. Je 15 g frische Gehirnrindenmasse. 


Pu 8,7 
CaCl,-Normalitat vorV 1)0,0116  0,0231 0,0462 »-0,0694 = 0, 1156 
Cl-Normalitét nach V. 0,0210  0,0330: 0,0570 00,0804 + —-0,1220 
Ca-Normalitét nach V. 0,0126  0,0254  0,0452 00,0618 —0,1048 
Ca-Bindung . . . . —0,0010 —0,0023 0,0010  0,0076 —0,0108 
Ca-Bindung in % . -90  —99 0,23 10,9 9,7 


1) Unter Beriicksichtigung des Organwassergehaltes. 
®) Infolge des Cl-Gehaltes der Glykokellmischung erhéht. 
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Ergebnis: Erst bei héherer Konzentration tritt Ca-Bindung ein. 
Prozentisch zeigt sich abermals eine Abnahme bei der héchsten Ca-Konzen- 
tration. Niedere Konzentrationen, die bei Knorpel schon Ca-Bindung er- 
miéglichen, sind hier wickungslos. 


IV. Zusammenfassung. 


Entsprechend den Ergebnissen Pfaundlers zeigte sich 
beim Einlegen von Knorpelmasse in CaCl,-Lésungen Ca-Bindung. 
Diese Bindung ist eine Funktion der Wasserstoffionenkonzen- 
tration. Sie wird durch geringe Verschiebungen derselben stark 
beeinfluBt. Bei saurer Reaktion trat geringe oder gar keine 
Bindung ein, gegen die alkalische Seite zu nahm die Bindung 
stark zu. Ob auBer den H-Ionen noch weitere Kationen, viel- 
leicht auch Anionen, auf die Bindung des Ca ‘einwirken, miissen 
weitere Versuche entscheiden, die wir uns vorbehalten. Niedrige 
Ca-Konzentrationen erméglichen nicht nur absolut, sondern auch 
prozentisch eine geringere Ca-Bindung als héhere. Bei den 
héchsten gepriiften Konzentrationen trat prozentisch wieder eine 
Abnahme der Bindung ein. Die Bindung geht bei stark erhitztem, 
getrocknetem Knorpel schlechter vor sich als in frischem. 

Gehirnrinde bindet unter den gleichen Bedingungen Ca, im 
ganzen wurden aber nicht die Betrige erreicht, die bei Knorpel 
méglich sind. Die Abhiingigkeit von p, aiuBert sich darin, dab 
nur oberhalb py 5,5 eine Bindung > 15% méglich ist. Bei 
einem alkoholbehandeltem Trockengehirn war bei py 5,5 noch 
Bindung, sehr geringe bei 4,0—4,6. In niedrigen Ca-Konzentra- 
tionen fand bei Gehirnmasse iiberhaupt keine Bindung statt. 

Die angefiihrten Tatsachen schlieBen eine Deutung der Be- 
funde als Adsorption aus. Es wird angenommen, daB der Ca- 
Bindung eine Alkaliverdringung entspricht. Diesem Vorgang 
wird eine grundlegende Bedeutung fiir den biochemischen Anta- 
gonismus der Alkalien und Erdalkalien beigemessen. 
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Sensibilisierung des Trendelenburgschen Frosch- 
priparates zur Adrenalinmessung. 


Von 
Th. Alday-Redonnet. - 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1920.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Fiir die pharmakologische Adrenalintitrierung kommen haupt- 
sichlich zwei Methoden in Frage. Die eine ist die vergleichende 
Messung der Blutdrucksteigerung nach intravendser Injektion 
am Warmbliiter, die andere die unmittelbare vasoconstrictorische 
Wirkung am sog. Trendelenburgschen Praparat. 

Die erste gibt fir gleiche Mengen Adrenalin stets gleiche 
Ausschlige an Blutdrucksteigerung, sie ist also hervorragend scharf 
zu bezeichnen. Sie hat indessen den Nachteil der geringen Emp- 
findlichkeit, d. h. sie verlangt vergleichsweise groBe Mengen Adre- 
nalin in der Einzelinjektion. Dadurch ist sie fiir viele Zwecke 
nicht verwendbar, wie z. B. Messung der constrictorischen Effekte 
von Mischungen eines Lokalanasthetikums mit Adrenalin, Messung 
des Adrenalingehaltes im Blut u. a. m. 

Die andere Methode ist zwar hervorragend empfindlich, 
indessen nicht hervorragend scharf. Wiederholte Dosen haben 
keineswegs stets den gleichen Effekt, das Praiparat nimmt im 
Laufe der Zeit an Empfindlichkeit zu, dann ab, verschiedene 
Froschpriparate haben oft recht verschiedene Grundempfindlich- 
keiten, die erfahrungsgemi8B zwischen Werten von Adrenalin- 
konzentrationen 1:10® bis 1:10® schwanken kénnen. 

ZiffermaBig 148t sich sagen, da die Blutdruckempfindlichkeit etwa 
bei 1 ccom mit einem Gehalt von 0,004 mg Adrenalin liegt, wihrend die 
Froschbeinmethode mit 0,5 com einer Lésung 1/1909 999 also im ganzen 
0,000005 mg Adrenalin ihre mittlere Empfindlichkeit hat, d. h. rund 
1000 mal empfindlicher ist wie die erstere. Die Messung am ausge- 
schnittenen Kaninchendarm hat ihr Empfindlichkeitsoptimum etwa beim 
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Mittel der Froschbeinmethode, doch braucht sie wegen der Art des 
Priiparates eine groBe Menge adrenalinhaltiger Flissigkeit. (Vgl. dazu 
P. Trendelenburg Arch. exp. Path. u. Pharmak. 1915, 79, S. 155, und 
H. Borner ebenda 8. 218). Die neuerdings angegebene Methode der 
intracutanen Injektion von F. v. Gréer (Zeitschr. fiir d. ges. experimen- 
telle Medizin 7, 1919) steht mit einer Empfindlichkeit von 1/, 999 o99 bis 
1/3 000000 twa auf der Hohe der alten Froschbulbusmethode. 

Ich habe versucht, die Bedingungen dieser Inkonstanz zu 
ermitteln und einen Weg zu einem gleichmaBig hochempfindlichen 
Praparat zu finden. , 

Nach Lage der Dinge ist die einzige, willkirlich Variable des 
Systems die Lésung, die das Praparat durchstrémt. Diese Lésung 
pflegt gewéhnlich eine der tiblichen Ringer- oder Tyrodelésungen 
zu sein. 

Die physiologische Normalitait der Ringerlésung bezieht sich 
auf die Erhaltung der Funktion des Herz- und Skelettmuskels, 
das Salzpaar Chlorkalzium-Chlorkalium ist hier antagonistisch 
wirksam, das Bikarbonat als Regler der H-Ionen-Konzentration. 

Danach gliedert sich die Untersuchung in zwei Abteilungen, 
eine, die sich mit der Bedeutung einer Anderung der Kali-Kalzium- 
konzentration der Durchstrémungslésung beschiftigt, eine zweite, 
die die Anderung der H-Ionen-Konzentrationen untersucht). 

Zur Versuchstechnik ist nur zu bemerken, daB die Messungen 
an Eskulenten im Sommer 1920 ausgefithrt wurden, die modifi- 
zierten Durchstrémungsfliissigkeiten wurden unter konstantem 
Druck, der eine optimale AusfluBgeschwindigkeit erméglichte, 
wahrend der ganzen Versuchsdauer in Flu8 erhalten, die Adrenalin- 
dosis!) — meist 0,5 com einer Lésung 7/;9 999999, Wurde mit pein- 
lichster Sorgfalt so injiziert, daB nach Angabe der beobachteten 
Mariottesschen Flasche keinerlei Druckanderung in System erfolgte, 
so da8 man sicher sein konnte, daB sich die injizierte Lésung als 
unverinderte Flissigkeitssiule durch das Praparat schob. 


I. Abteilung. Konzentrationsinderungen in der Dureh- 
strémungslésung. 
a) Vorversuch. 
Es ist bekannt, daB das Froschbeinpraparat vom Momente 
der Praparation an im Laufe der naichsten Stunden an Empfind- 


1) Es wurde ausschlieBlich das synthetische Suprarenin-HCl der 
Hichster Farbwerke verwendet und zwar in der iiblichen Handelspackung 
der 1°/,.-Lésung. 
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lichkeit zunimmt, etwa nach 2—3 Stunden sein Maximum er- 
reicht und von da ab im Laufe mehrerer Tage an Empfindlichkeit 
verliert; der Empfindlichkeitsverlust geht erstaunlich langsam 
vor sich und wird eigentlich praktisch nie Null, denn ich bekam 
noch nach drei Tagen, als das Priiparat sonst schon in starker 
Fiulnis war, mit */199999 deutliche Adrenalinreaktion. 

Wie die Abb. 1 zeigt, ist fir das vorliegende Priparat dieses 
Versuchs die Empfindlichkeit in 2 Stunden so weit, da mit der 
Adrenalinlésung 1:10 betrichtliche Ausschlige erhalten werden; 
ich habe deshalb immer abgewartet, bis eine Minimumempfindlich- 
keit etwa dieser GréBenordnung vorhanden war. Der Versuch 
zeigt aber auch, daB die Empfindlichkeit im Laufe von 7 Be- 
obachtungsstunden noch sehr betrachtlich zunimmt und stellt 
damit die in der Folge immer erfiillte Forderung, daB nach den 
zu studierenden Eingriffen immer wieder die Empfindlichkeit 
fir Normalringer kontrolliert werden muB. 

Des weiteren war zuvor die Frage zu kliren, ob eine Erhéhung 
der Salzkonzentration an sich, also eine Steigerung des osmo- 
tischen Drucks der Durchstrémungsfliissigkeit, von EinfluB ist. 
Es ergab sich, da8 Doppelringerdurchstrémung die Empfindlich- 
keit vermindert, daB aber nach Ubergang zu Normalringer die 
alte Empfindlichkeit sich sofort wiederherstellt. Wenn sich 
demnach in den folgenden Versuchen bei Anderung des osmo- 
tischen Drucks, also der Salzkonzentration, eine Zunahme der 
Empfindlichkeit ergibt, so ist diese a fortiori als unmittelbare 
Folge des Eingriffs in das System zu deuten. 

_ bd) Kaliwirkung. 

Die Durchstrémung des Praparates mit Ringerlésung von 
1°/4 Chlorkali ist an sich ohne jeden Einflu8 auf die Abtropf- 
geschwindigkeit (Abb. 2b, anfangs); injiziert man aber in diese 
an Kali tiberreiche Lésung Adrenalin, so erweist sich das Praparat 
als hervorragend sensibilisiert gegen Adrenalin (Abb. 2b). Die 
Adrenalinwirkung ist an In- und Extensitat gewaltig gesteigert. 
Diese Sensibilisierung ist von lingerer Dauer, denn wenn man nach 
der Durchstrémung mit kalireichem Ringer auf Normalringer 
wieder zuriickgeht, ist die Sensibilisierung immer noch betrachtlich, 
wenn auch von geringerem Grade wie unter unmittelbarer Kali- 
wirkung (Abb. 2c). Endlich verschwindet sie unter Durchstrémung 
von Normalringer vollstindig. (Nicht abgebildet.) 
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¢) Kalziumwirkung. 


Auch fiir Chlorkalzium ist eine merkliche Sensibilisierung 
nachweisbar (Abb. 3). Die Kalziumwirkung ist aber komplex, 
denn dieses Salz versetzt an sich schon das Priparat in einen 
Zustand der GefaBtonisierung, die AusfluBgeschwindigkeit wird 
unter einer Ringerlésung mit einem Plus von 0,2% CaCl, an 
sich schon betrachtlich verlangsamt (Abb. 3b, anfangs). Diese 
Tonisierung und die Sensibilisierung (Abb. 3b) ist von lingerer 
Dauer. Bis zu einem geringen Grade (Abb. 3c) kann die Toni- 
sierung durch Kaliiiberschu8 aufgehoben werden. 

Diese Tonisierungseigenschaft des Kalziums tiberrascht nicht. 
Sie dirfte fiir das gegebene Priaparat eine allgemeine Eigenschaft 
der Erdalkalien sein, denn Stroomann (Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 1914, 2, 290) hat fir das Chlorbarium in Verdiinnung von 
1/5999 die gleiche Tonisierung (GefaSdauerkontraktion) nachweisen 
kénnen. Die Besonderheit bleibt nur die Sensibilisierung. Da’ 
Sensibilisierung und Tonisierung nicht miteinander verkniipft 
sind, zeigt der Versuch mit Kali, das ja gar nicht tonisiert 
und sich als starker Sensibilisator erwiesen hat, starker sogar 
als Kalzium. 

Die Sensibilisierung durch Chlorkali mu an den Erfolgs- 
organen der Adrenalinwirkung einsetzen, denn an eine chemische 
Reaktion zwischen Kalisalz und etwa Adrenalinmolekiil ist nicht 
zu denken. 

Praktisch kann diese Art der Sensibilisierung von Bedeutung 
werden, wenn man ein abnorm unempfindliches Praparat in einer 
Weise sensibilisieren muB, da® weder das physiologische Praparat 
, unphysiologisch*‘ wird, noch die zu priifende Substanz in eine 
Lésung kommt, die sie selbst verandern oder zersetzen kénnte. 


Il. Anderung der H-Ionen-Konzentration. 


Bei diesen Versuchen wurde aus der Ringerlésung das 
Bikarbonat weggelassen und durch die zu priifenden Saéuren und 
Alkalien ersetzt. Nachdem Kretschmer?) vor langerer Zeit 
gefunden hatte, da8 Salzsiure wie in den Handelsflaschen der 
Lésungen der Nebennierensubstanz so auch im strémenden Blut 
das Adrenalin konserviert und dadurch die Wirkung einer ein- 
maligen Injektion zeitlich verlingert, lag es nahe, die Aciditat 
4) Archiv f, experim, Pathol. u. Pharmakologie 57, 438. 
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auch auf einen etwaigen 
Sensibilisierungseffekt zu 
prifen. Das Ergebnis war 
vollig negativ. 

Hingegen gab Steige- 
rung der Alkalescenz durch 
Zusatz von0,00001 n-NaOH 
eine sehr betrichtliche Sen- 
sibilisierung (Abb. 4a, b, c). 
Dieses mir vollig unerwar- 
tete Resultat, das aber die 
gleichartigen Beobachtun- 
gen von Gréer und Ma- 
tula (l.c.) bestatigt, wurde 
nun genauer unter Varia- 
tion des Alkalescenzgrades 
und unter Konstanterhal- 
tung desselben in Puffer- 
mischungen verfolgt. 

Die Puffermischungen 
wurden nach den Angaben 
von Sérensen der nun- 
mehr bicarbonatfreien Rin- 
gerlésung oder auch reiner 
0,65 proz. Kochsalzlésung 
zugesetzt. Da, wie oben 
gezeigt, Erhéhung des os- 
motischen Drucks eine 
Herabsetzung der Emp- 
findlichkeit des Priparates 
fir Adrenalin veranlaBt, 
habe ich die Puffermischun- 
gen nicht in der hohen 
Konzentration Sérensens 
verwandt, sondern diese auf 
1/,9 vermindert Sie wur- 
den vor dem Gebrauch mit 
den einschlagigen Indikato- 
ren kontrolliert. Verwandt 
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Abb. 4. Sensibilisierung durch Natronlauge. 
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wurden je nach der zu priifenden H-Ionen-Konzentration die 
Puffersysteme: Phosphatmischungen (Natronsalze!) fiir den Be- 
reich pg = 10-*® bis 10-*, Ammoniumchlorid-Ammoniak von 
10-8 bis 10-", Glykokoll-Natronlauge von 10~** bis 10". Tem- 
peratur ca, 18—22°. 

Abb. 5 zeigt den sehr bedeutenden Effekt der abnehmenden 
H-Ionen-Konzentration in Phosphatgemischen. Die Sensibilisierung 
ist der stirksten Kalisensibilisierung gleichwertig?), sie ist der 
OH-Ionen-Konzentration, also der Alkalescenz, direkt proportional. 
Die gesteigerte Alkalescenz ist an sich nicht ganz wirkungslos- 
denn mit ihr parallel gehend tritt eine Tonisierung ein, die Tropfen- 
zahl verringert sich bei der bloBen Durchstré6mung mit den alka- 





e poe lischen Lésungen ein wenig, wie 
32 [06% | ‘dies am besten an den berech- 
28 | ny 4% neten Kurven (Abb. 5, Iund 1V) 





“Wag 2% 
* <= elementes ist also der beim Kal- 
zium (siehe 8. 312) beobachteten 
Tonisierung gleichartig (d. h. die 
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ot OP PT errr ey Tropfzahl von Adrenalin bei IV 
Lett: Minuten ist kleiner als bei I). Ihr Grad 


Abb. 5. Sensibilisierung mit steigendem Alkali ; . : 
in Phosphatpuffer. Die Kurven sind durch ist. bis zu einem Alkalescenzgr: ad 


Aussihlen der unmittelbarregistrierten Tropt- yon p,, = 10-8 praktisch be- 
frequenz konstruiert. s 
langlos, héhere Alkalescenzen 


bis zu 10—12 kénnen aber auch ohne Adrenalin zu dauerndem 
GefaBverschlu8 fihren. Schon das Arbeiten mit p, = 10-*® 
kann wegen der um ca. 30% verlangsamten Tropfenfolge lastig 
werden. Somit erwiesen sich Alkalescenzen zwischen 8,04 und 
9,18 in Form von Phosphatgemischen als am geeignetsten. Die 
Glykokoll-Natronlaugegemische beeintrichtigen die Adrenalin- 
wirkung an sich (siehe 8. 315). 

Die Tatsache, daB das Optimum der Adrenalinwirkung am 
GefaiBsystem tief im Bereich der alkalischen Reaktion liegt, ist 


1) Wenn man an hochgradig sensibilisierten Praparaten sich mit 
eben deutlich merkbaren Tropfverlangsamungen (Grenzwerten) begaiigt, 
kann man zu exorbitant kleinen Adrenalinmengen, also hohen Empfindlich- 
keiten gelangen. So bekam ich einmal eine Empfindlichkeitsgrenze von 
1: 1000 Milliarden! 
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an sich nicht verwunderlich, und bestitigt nur, was yon anderer 
Seite schon gefunden wurde, daf namlich alkaloidische Gifte im 
Blute in Basenform vorhanden sein miissen, um optimal zu 
wirken. So fand Gros (Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
63, S. 80) fiir die alkaloidischen Lokalanisthetica eine betricht- 
liche Verstiérkung der Wirksamkeit in bikarbonatalkalischer 
Lésung. 

Merkwiirdig ist hingegen, da in vitro das Adrenalin in den 
verwendeten Pufferlésungen oxydativ zersetzt und unwirksam 
wird, in den Phosphatgemengen mit blauer Farbe, in den anderen 
mit der bekannten kastanienbraunen Ténung. Zur Deutung 
dieser Erscheinung kénnte man an zweierlei denken. Entweder 
das Adrenalin geht beimeiner 7% ar 1-0? 

Versuchsanordnung in der 
Perfusionsflissigkeit nicht 
zugrunde, da es ja bei der 
Injektion mit der flieBenden 
Lésung sich nicht mischen 
darf, oder es ist gerade der 
Vorgang des Zugrundegehens 
bzw. die in ihm entstehen- 9} ai ————— 

den Substanzen, die die Wir- man fo ne 
kung des Adrenalins iiber- Abb.6. Sensibilisierung in Glykokoll-Natronlauge 
haup t bedingen. Letete An- (rasche Entwicklung einer Dauerkontraktion), 
nahme wiirde sich gut in die Straubsche Hypothese ‘vom 
Potentialgiftcharakter des Adrenalins einfiigen. 

Zu analoger Erklirung einer Adrenalinwirkung ist auf ganz 
anderem Wege vor einiger Zeit Oskar Léw gekommen (diese 
Zeitschr. 85, 1918). Low fand eine Adrenalinwirkung an Algen, 
die nicht mit unzersetztem Adrenalin auftritt, sondern erst bei 
der oxydativen alkalischen Zersetzung dieser Substanz. Er konnte 
nachweisen, daB bei Gegenwart von Alkali Adrenalin das Methylen- 
blau zu einer farblosen Leukoverbindung reduziert. 

Ich konnte diese Reduktion des Methylenblaus in den Puffer- 
lésungen bestitigt sehen und fand noch dazu, daB diese gekuppelte 
Reduktions-Oxydationsreaktion in den Glykokoll-Natronlauge- 
puffern stark beschleunigt wird, d. h. das unwirksame Endprodukt 
des Adrenalins sehr rasch erreicht wird. Damit kann die Beobach- 
tung tibereinstimmen, daB mir diese Art von Puffern stets ver- 

21* 
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sagte, d. h. daB in ihnen die Sensibilisierung der Adrenalinwirkung 
nur gering war, weil, wie ich jetzt annehme, das Adrenalin schon 
bei der Berithrung mit dem Puffer zugrunde geht und nicht bei 
der Beriihrung mit dem spezifisch empfindlichen lebenden Gewebs- 
element, | 


Wie eingangs erwahnt und von mir genauer verfolgt, nimmt 
die Empfindlichkeit des Froschbeinpriiparates im Laufe der Zeit 
betrachtlich zu. Es lag nahe, auch diese Spontansensibilisierung 
von einer Zunahme der Alkalescenz durch Abgabe von Saure 
an die Durchstrémungsfliissigkeit abhingig zu machen. Von 
Fletscher ist ja gezeigt (Journal of Phys. Bd. XXIII, 1898), 
daB der iiberlebende Muskel in einer ganz charakteristischen 
Kurve CO, abgibt, deren Maximum in der ersten Stunde liegt, 


\Aar 











Abb. 7. Die gestrichelte Kurve bedeutet die zunehmende Alkalisierung des Priparates, 
damit parallel gehend Sensibilisierung gegen Adrenalin 1/10*. 


die Kurve fallt dann im Laufe von 5—10 Stunden zu einem 
niedrigen, ziemlich gleich bleibenden Niveau ab, um erst nach 
48 Stunden mit eintretender Faulnis, also durch andere Lebens- 
vorginge, wieder anzusteigen. Parallel damit geht bekanntlich 
nach Hill die Warmebildung im Muskel (Ergebnisse der Physiologie 
15, 1916). Ganz analog der Zeit nach geht auch die Empfindlich- 
keitsvariation des FroschgefaBpraparates (siehe oben). 

Injiziert man nun statt einer Adrenalinlésung in die flieBende 
einfache Ringerlésung Neutralrot, das in Ringer gelb gefarbt ist, 
so kann man durch Auffangen der aus der Vene ausflieBenden 
Tropfen sich leicht tiberzeugen, daB die Lésung rot ausflieBt, 
der Farbstoff also bei der Passage des GefaiBsystems gesiuert 
worden ist. 

Diesen Siuerungsvorgang habe ich nun mit Phosphatpuffer- 
lésungen unter Adrenalinwirkung messend verfolgt (Abb. 7). 

Es wurde zuniichst die 20 Minuten nach der Praparation 
aus der Venenkaniile ausflieBende Lésung mit Neutralrot versetzt, 








2 2% 4y 5 6 7 Stunden 
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15 ccm mit immer 9 Tropfen meiner Neutralrotlésung. Diese 
rote Lésung wurde als Vergleichslésung mit dem Werte 100 be- 
zeichnet. Nun wurde wihrend 8 Stunden bei unausgesetzter 
Durchstrémung fortlaufend die Aciditét der austropfenden 
Lésung gemessen, indem im Autenriethschen Kolorimeter die 
Ténung nach jeweiligem Zusatz von Neutralrot mit dem Aus- 
gangswert messend verglichen wurde. So ergaben sich die in 
der Abbildung als Prozente des Anfangswertes eingezeichneten 
Zahlen, z. B. nach 1 Stunde Durchflusses der Pufferlésung 75% 
(die gestrichelte Kurve). 

Alle 30 Minuten wurde nun die Wirksamkeit einer Adrenalin- 
lésung 1:10° gemessen. 

Es. ergab sich nun tatsiachlich, daB mit zunehmender Saure- 
wegspiilung die Empfindlichkeit des Praparates gegen den gleichen 
Adrenalinreiz steigt, oder was dasselbe ist, daB sie steigt in dem 
MaBe, als das Priparat selbst alkalischer wird, das Maximum ist 
nach 2—3 Stunden erreicht, es bleibt dann bis zu 7 Stunden 
lange konstant. 

Damit erscheint mir nachgewiesen, daB die regelmaBiz 
beobachtete Spontansensibilisierung des Trendelenburgschen 
Priaparates, durch das mit der durchflieBenden Ringerlésung be- 
werkstelligte Wegspiilen der im Ruhestoffwechsel des Priparates 
erzeugten H-Ionen veranlaBt ist; damit findet auch die Sensibili- 
sierung durch Alkali eine Erklarung. 


v. Gréer und Matula haben den férdernden Einflu8 der alkalischen 
Reaktion auf eine Adrenalinwirkung in anderem Zusammenhange gefunden. 
Sie studierten die Wirksamkeitsiinderung von Adrenalinlésungen in vitro 
nach der Zeit und fanden, daB die im allgemeinen hemmend wirkende 
Alkalilésung von p, = 8,623 etwa 2 Stunden nach Zusatz von Adrenalin 
dieses betrichtlich wirksamer gemacht hat. Die Autoren deuten die Tat- 
sache damit, daB sie annehmen, es wiirde durch den Alkalizusatz nicht nur 
die an sich unwirksamere Base frei gemacht, sondern diese selbst wiirde 
gewissermaBen chemisch vorbereitet (aber nicht oxydativ), so daB das be- 
sonders wirksame Zersetzungsprodukt entstiinde. Tatsichlich fanden die 
Autoren, daB Alkalizusatz unter Wasserstoffatmosphire die Wirksamkeit 
des Adrenalins besonders stark férdert. In diesem Punkte beriihren sich 
meine Untersuchungen mit denen der genannten Autoren; sie unterscheiden 
sich darin, daB die Reaktion, die v. G. u. M. in vitro mit ziemlicher Lang- 
samkeit vor sich gehen sehen, bei mir in das lebende Erfolgsorgan verlegt 
ist. Der Effekt tritt hier beim gleichen Optimum an py jedoch mit gréBerer 
Geschwindigkeit ein. Prinzipielle SchluBfolgerungen michte ich vorerst 
noch zuriickstellen, doch bin ich geneigt, der alkalischen Gewebsstimmung 


. 

















318 Th, Alday-Redonnet: Adrenalinmessung. 


eine gréBere Bedeutung zuzusprechen als der chemischen Beeinflussung 
des Adrenalins. 

Ergebnisse. 1. Das AdrenalinmeBpraparat nach Tre ndelen- 
burg laBt sich erheblich sensibilisieren, wenn man der Durch- 
strémungsflissigkeit 0,1% Chlorkalium mehr zugibt als die 
Ringerlésung enthilt. 

2. Den gleichen Effekt hat alkalische Reaktion der Durch- 
strémungslésung. 

3. Das Optimum liegt etwa bei pg = 10~** unter Verwendung 
eines Phosphatpuffers. 

4. Die Spontansensibilisierung linger durchstrémter Pra- 
parate ist die Folge verminderten Sauerungsgrades des Praparates, 
demnach die Sensibilisierung durch alkalische Puffer die Folge 
der. Neutralisation der an sich weniger gebildeten Saure. 











Druckfehlerberichtigung 


zu dem Beitrag von E. Salkowski ,,Uber die antiseptische Wirkung 
einiger Chlorderivate des Methans, Athans und Athylens“. 


Bd. 107, Seite 198, Zeile 6 von oben lies: 
CHCl CH,Cl 


statt | 
CHCl CH,Cl 


und Seite 199, Zeile 8 von oben lies: 


CHCl CHCl 


statt | 
CCl, CCl, 
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